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Beschreibung 

ronoil Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden durch KuKivie- 
uno von^enet sS veranderten Pflanzen, die in Fruchten eine Ketolase^ktivitat aufwe.sen. d.egenet.sch ver- 
Snl^n Sanzen. sowiederen Verwendung als Nahrungs- oder Futtemnittel und zur Herstellung von Ketoca- 

SSS d SS!nCide werden de novo in Bakterien. Algen. Pilzen und Pflanzen synthetisiert Ketocarotinoide. 
S Jar^n" de die mindestens eine Keto-Gruppe enthalten. wie beispielsweise ^^^^^ 
IchinYnon 3-Hydroxyechinencn. 3'-Hydroxyechinenon. Adonirubin oder Adon.xanth.n sindnaturl.cheAnt.o- 
^ntien und P^rnente, die von einigen Algen und Mikroorganismen als Sekundarmetabol.te produz.ert wer- 

ra0031 Aufqrund ihrar farbgebenden Eigenschaftsn warden die Ketocarotinoide und insbesondere Astaxan- 
tNn als plgmentierhilfsstoffe in der -rieremahrung, insbesondere in der Forellen-, Lachs- und Shnmpszucht 

WkSFS* Herstellung von Astaxanthin erfolgt heutzutage grofitenteils durch chemisette Syntheseven^hren. 
NaSriiche Ketocarotinoide, wie beispielsweise naturtiches Astaxanthin, werden heutzutage .n b.otechnolog.- 
schefverfarT en in k.einen Mengen durch Ku.fivierung von Algen, beispielsweise Haemato^cus^uv,a * 
oaer durch Fermentation von gentechnologisch optimierten Mikroorganismen und anschheBender Isoherung 

?o e oS] n Ein wirtschaftliches biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von naturlichen Ketocarotinoiden ist 

S5 V WMW? fbSrelbt die Synthese von Ketocarotinoiden in Nektarien von Tabakbluten durch Ein- 
hhnnpn f»ines Ketolase-Gens in Tabak. . . . , 

raooS WO 01/20011 beschreibt ein DNA Konstrukt zur Produktion von Ketocarotino,den, .nsbesondere Asta- 
S inSamen von Olsaatoflanzen wie Raps. Sonnenblume. Sojabohne und Sent unter Verwendung e.nes 
Samen-SDezrfischen Promotors und einer Ketolase aus Haematococcus. 

foOOSl Dte?n Stand derTechnik offenbarten Verfahren liefern zwar genetisch veranderte Pflanzen d.e .n spe- 
SSLr , Geweben einen Gehalt an Ketocarotinoiden aufweisen. weisen Jedoch den Nachte.1 auf, dass d.e 
Hahr^s Gehalte an Ketocarotinoiden und die Reinheit, insbesondere an Astaxanth.n. noch n.cht zufnedens- 

!oo09] Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde. ein alternatives Verfahren zur Herstellung von Keto- 
Srotinoiden durch Ku.tivLung von Pflanzen zur Verfugung zu stellen, bzw. weitere transgene Pflanzen. d.e 
StocarotinokJe herstellen, zur Verfugung zu stellen. die optimierte Eigenschaften. wre be.sp.elswe.se e,nen 
htSn^ehalt an Ketocarotinoiden. aufweisen und den geschilderten Nachteil des Standes derTechn.k n.cht 

fo^oT^emgemaB wurde ein Verfahren zur Herstellung von Ketocarotinoiden gefunden, indem man gene- 
tisch veranderte Pflanzen kultiviert. die in Fruchten eine Ketolase-Aktivitat aufweisen. 
rO011l Unter Ketolase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer Ketolase verstanden 

00121 Unter einer Ketolase wird ein Protein verstanden, das die enzynr.at.sche Akbvitat aufweist. am, gege- 
benenfalls substitoierten, B-lonon-Ring von Carotinoiden eine Keto-Gruppe einzufuhren A1#t . . 

r0013l insbesondere wird unter einer Ketolase ein Protein verstanden. das d.e enzymat.sche Akt.v.tat auf- 
weist B-Carotin in Canthaxanthin umzuwandeln. 

raoTJ] D?mentsprechend wird unter Ketolase-Aktivitat die in einer bestimmten Ze.t durch das Prote.n Ketola- 
se umqesetzte Mange p-Carotin bzw. gebildete Mange Canthaxanthin verstanden 

?00151 Urn in den Fruchten dergenetisch veranderten Pflanzen eine Ketolaseakt.v.tat aufzuwe.sen, werden 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform genetisch veranderte Pflanzen verwendet. d.e ,n-Fruchlen e.ne Ketota- 

roOiervS'sweise werden daher im erfindungsgemalien Verfahren genetisch veranderte Pflanzen ver- 
wendet die in Fruchten mindestens eine Nukleinsaure. kodierend eine Ketolase, enthalten. 
[00171 Es sind keine Pflanzen bekannt. die als Wildtyp in Fruchten eine Ketolase-AWwjtat aufwe.sen. Insbe- 
sondere weisen die nachstehend beschriebenen. bevorzugten Pflanzen in Fruchten als W.ldtyp ke.ne Ketola- 

HM1M del^orliegenden Erfindung wird die Ketolase-Aktivitat in Fruchten der genetisch veranderten Pflan- 
zen durch die genetiiche Veranderung der Ausgangspflanze verursacht Die erfindungsgemaBe a™***™' 
anderte Pflanle weist somit, im Vergleich zur genetisch nicht veranderten Ausgangspflanze erne Ketolase-Ak- 
tivtttt in Fruchten auf und ist somit vorzugsweise in der Lage. in Fruchten eine Ketolase zu expr.rn.eren. 
[001 91 Unter dam Begriff -Ausgangspflanze" oder "Wildtyp" wird die entsprechende n.cht genetosch verander- 

%^U^en%^X™«s<* veranderte Pflanze" wird vorzugsweise eine im Vergleich zur Ausgangs- 
pflanze genetisch veranderte Pflanze verstanden. 
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»nh«na kann unter dem Begriff "Pflanze" die^Rangspflanze (Wildtyp) oder eine 
=!k^^ Ketolase, „ dan Fn^.en 

r*s*^.=:*««=^ - • — * * — 

gangspflanze. . , acrtnHprp das VQrs tehend beschriebene Verfahren, dadurch gekenn- 

P~1nd^nalnaN^^^^^^ 

[0024] Dazu kann prinzlpielljedas Ketolase-Gen, alsojeae ™»»n»- 

pras," Alia in der Baachreibuno .r*.hn.an Ndklelnsaaren Konnan balapiatewaisa aine RNA, DNA-odar cO- 

^*Si5StS£,'!t%W": Nu«— « SEQ ID Mo. 3. Pn*am SEQ ID No. 

Alicaligenes spec. (Access.on No^58422 Nukle.^ure » |q ^ ^ 

^s™S~ NUWein — SE ° ,D 11 ' Pr0tein 

i™dyrhi^iu2 sp. (Accession No. AF218415. BAB 74888; Nukleinsaure: SEQ ID No. 13. Protein SEQ ID No. 

N^csp.StrainPCC 7 120<A^^^^ 

[0028] Weitere naturliche Be,s P' e,e ^S^^ 

verwendetwerden konnen. lassen s,ch ^■^^^^^rSSauran oder der entsprechenden riickuber- 

£ durch Hybndisierungstechniken in "^J^^^^,,^ unter stringenten 
[0030] Die Hybrid isierung kann unter moderaten (geringe jstringenx; uu™ a 

(hohe Stringenz) Bedingungen erfolgen. h ^ oifilsweise bei Sambrook, J., Fritsch. E.F, Maniatis. T.. 

0031] So,che Laboratory Press. 1989. Seiten 

?3^ 5 f ^r in S * S ^ N Y ^ 89 >' * 

f 0 ~ ispie,n a t, kannen die Bedingunger 

roD331 Daruberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von moderaten Bedingungen bei 
S£L£^22-C. bis zu stringenten Be*;^ auch kgnn 

[0034] Beide Parameter. der Hyb ndisierung 

(1) Hybridisieajngsbedingungen mitzum Beispiel 

(i) 4X SSC bei 65°C. oder 

(ii) 6X SSC bei 45°C, Oder 
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fiiil 6X SSC bei 68 0 d^Pmg/ml denaturierter Fischsperma-DNA, oder^B 

fill fix SSC 0 5 % SDT- 0C Trig/ml denaturierte. fragmantierte Lachssp^a-DNA bei 68 C. oder 

(17 SsSC 0 5 % SDS! 100 rrSml denaturierte. fSgmentierle Lachssperma-DNA, 50 % Formamid be, 

42°C, oder 

% « *J* Po.yviny.pyrro.idon. 50 mM 
Natriumphosphatpuffer pH 6,5. 750 mM NaCI. 75 mM Natriumcitrat be. 42"C. oder 
fviiH 2X oder 4X SSC bei S0°C (moderate Bedingungen), oder 
ix) 30 bis 40 % Formamid. 2Xoder 4X SSC bei 42° (moderate Bedingungen). 
(2) Waschschrittefurjeweils 10 Minuten mit zum Beispiel 
(i) 0.015 M NaCI/0.0015 M Natriumcitrat/0,1 % SDS bei 50"C, oder 
(H) 0, IX SSC bei 65'C. oder 

(iii) 0.1X SSC, 0.5 % SDS bei 68°C, oder 

(iv) 0 1X SSC, 0.5 % SDS. 50 % Formamid bei 42'C. oder 

(v) 0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42'C. oder 

(vi) 2X SSC bei 65"C (moderate Bedingungen). 

r00361 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahrens bringt man Nukleinsauren 
Lin die e?n Protein kodie?en, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 oder erne von d.eser Sequenz 
our* SubstitSon. Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, d,e e.ne Ident Jt von m,n- 
destens 20 %. vorzugsweise mindestens 30 %. bevorzugter mindestens 40 %. bevorzugter mmdestens 50 £ 
bevTrzuoter mindestens 60 %, bevorzugter mindestens 70 %, bevorzugter mindestens 80 %, besonders be- 
l^S^ns 90 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO. 2 und die enzymatische E,gen- 

£5l"S£S S'^rfes^n urn eine naturliche KetCase-Sequenz handeln, die wie vorstehend beschneben 
durch Identitatsvergleich der Sequenzen aus anderen Organismen gefunden werdenl ann oder urn e.ne kunst- 
Hcnel KeWase-SeSenz die ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO. 2 durch kunsBjche Vanafon. be.sp.els- 
weise durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgewandelt wimto. 
TO03B1 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgema&en Verfahren bnngt man man 
Eukle nsLren ein. die ein Protein kodieren. enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO 16 oder e.ne von 
dieser Sequenz durch Substitution. Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. d,e e.ne 
fdentitat Ion mindestens 20 %. vorzugsweise mindestens 30 %. bevorzugter mmdestens 40%. bevorzugter 
Sestens So S bevorzugter mindestens 60 %. bevorzugter mindestens 70 %. bevorzugter mmdestens 80 
%. besTnders beJorzugt mindestens 90 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO. 1 6 und d.e en- 
zvmatische Eigenschaft einer Ketolase aufweist. 

TO0391 Dabei kann es sich urn eine natiirliche Ketolase-Sequenz handeln, d.e w,e vorstehend beschneben 
durch Identitetsvergleich der Sequenzen aus anderen Organismen gefunden wejden kann oder urn eine kunst- 
nchrKetotese-Sequenz die ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO. 16 durch kunstfcche Venation, beisp.els- 
weise durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgewandelt wurde. 
roOAOl Unterdem Beoriff "Substitution" ist in der Beschreibung derAustausch einer oder mehrererAminosau- 
en durch eine oder mehrere Aminosauren zu verstehen. Bevorzugt warden sog. konservative Austausche 
durchgefiihrt, bei denen die ersetzte Aminosaure eine ahnliche Eigenschatt hat w.e die ursprungl.che Ammo- 
liure beispielsweise Austausch von Glu durch Asp, Gin durch Asn. Val durch lie Leu durch «e, Serdurch Thr. 
r0041 1 Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine direkte Bindung. Bevorzugte Pos.tionen fur De- 
etionen sind die Termini des Polypeptides und die Verkniipfungen zwischen den einzelnen Prote.ndomanen. 
[0042? InJerttanen sind Einfiigungen von Aminosauren in die Polype ptidkette. wobe. formal e.ne d.rekte Bm- 
duna durch ein oder mehrere Aminosauren ersetzt wird. . , 

r00431 Unter Identilat zwischen zwei Ptoteinen wird die Identitit der Am.nosauren uber die jeweils gesamte 
Proteinlange verstanden. insbesondere die Identitat die durch Vergleich mit Hilfe der Lasergene Softvare der 
Firma DNASTAR. inc.Madison. Wisconsin (USA) unter Anwendung der Clustal Methode (Higgins DG, Sharp 
PM Fast and sensith/e multiple sequence alignments on a microcomputer. Comput Appl. B.osc 1989 
Apr;5(2):1 51-1 ) unter Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 
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Multiple alignment parameter: 



10 

Gap penalty 

Gap length penalty 

Pairwise alignment parameter: 

K-tuple 

Gap penalty 

Window 5 



Diagonals saved 

o oir^o iripniitat von mindestens 20 % auf Aminosaureebene mit der Sequsnz 

L°E°Q t Nol Proleln vansrand en. ?5 M a lT =f ? ,n.r 

Seienz mil der Seqeenz SEQ ID NO. 2 Oder 16. insbesondere nach obiqen P,ogrammalgor,lh™s mil ob,- 

L™e heX ve™endet werden. Die coder usage ISast sich enhend von Compuleiaoswertungen aoderer. be- 
SSS Te"e-e,,e,en a be^nders ! Svorz U8K n Aus,iihn,ng S «orm b,in s , man eine Nridalnrtun.. enmallend 

lage, Wiley Press New ■ t xir^ ' » DNA -Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allge- 

fo P ri n or«re"e L rtaToS * etfndungsgemaaen Verfahrens varwendec 

1 ^rSfiJS fveranderte Pflanzen die in FrOchten die hochste Expressionsraie e,ner Ketolase aufwe.sen. 
mxT^SS^ZdO^iith erreicht, dass die Genexpression der Ketolase unter Kontrol e e.nes 
[00511 VorzugsweBewn oi Reisoielsweise werden dazu die vorstehend beschriebenen Nuklemsau- 

"anzen weisen „s WIMlyp in den F,ueh..n zusatsli* Caroline**. Insbesondere 

nebenenfalte substitutarter.; p-lonon-Ring von Carotinoiden eine Hydroxy-Gruppe e.nzufuh en. 

SS? insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden. das die enzymabsche Akt«v,tat auf. 

Loict r Carotin in Zeaxanthin Oder Canthaxanthin in Astaxanthin umzuwandeln. 

S'hS^rtdunhr Hydroxyase^ktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hy- 
S^ta^^ZSSSXI^ge carotin odeTSanthaxanthin bzw. gebildete Menge Zeaxanth.n Oder Astaxan- 

raM9? rS Besonders bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen, ausgewahlt aus den Pflanzengatbjngen Actino- 
E.s j^^irSTSSS. Arbutus, Archontophoenix. Area, Aronia, Asparagus, Attalea, Berber.s, Bom. 
M^hSTS^ta . OTptoc«fec. Capsicum. Carica. Cetastms. Citru.lus. Citrus. ^^SSTS 
rZto*nZ cLcwn\s Cucurbita Cuscuta. Cycas, Cyphomandra. Dtoscorea, Diospyrus. Dura, Elaeagnus, Eto- 
^Sf^rEuonvn^is F isFortuneMa. Fragaria. Gardinia. Gonocaryum. Gossypium, Guava, Gu.l.el- 
eis, Erythroxylon, Euonymus h icus f-orui ne y Lycopersicum, Malpighia. Mangifera. Mor- 

S^x S^mu?. Tdcno^ninea. THpbasU,. Vaccinlum, Vtoernem, VignU, odar N/*s. 
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tnnfim m P Restimmund^ketolase-Aktivitat in erfmdungsgemaften gene^^veranderten Pflanzen erfolgt 
Kenn^n an Z M eWtZ Frazer et al., (J. Biol. Chem. 272(10): 61 M 35 ,1^ B. Keto^se-Ak- 
S , SanzJtehen Extrakten wird mit den Substraten beta-Carotin und Canthaxanthm in Gegenwart von L.- 
S^tt^^ (Natnumcholat) bes«mmL Substrat/ Produkt-Verhaltnisse aus den Ketefc- 

fo^^nZg^^^ - Herste.lung von Ketocarotinokten wird vorzugsweise dern , Kult,- 
viemnqsschntt der genetisch veranderten Pflanzen, im folgenden auch transgene Pflanzen bezeichnet. e.n 
E™e£llT£lnzenun6 ein Isolieren von Ketocarotinoiden aus den FrOchten der Pflanzen angeschlossetv 
fo062I Dletransgenen Pflanzen werden in an sich bekannter Weise auf Nahrboden gezogen und entspre- 

S^riSierung von Ketocarotinoiden aus den geemteten Friichten erfolgt in an sich bekannter Weise. 
beiSlsweise durch Tracking und anschlie&ender Extraktion und gegebenenfalls weiterer chemischer oder 
□hSSer Reinigungsprozesse. wie beispielsweise Fallungsmethoden. Knstallograph.e therm.sche 
?ren^erfahren. wie Rek?fizierverfahren Oder physikalische Trennverfahren. wie be.spielswe.se Chrornatogra- 
IZ J DfeTsoTBrung von KetocarotSnoiden aus den Fruchten erfolgt beispielswe.se bevorzugt durch organ,sche 
Losungsmittel wie Aceton, Hexan, Ether oder tert-Methylbutylether. , in „ il ,- M ,, Bhutnrh .mirf 
rO064] Weitere Isoliervenahren von Ketocarotinoiden sind be.sp.elswe.se .n Eggerund Kle.n.g (Phytochem.st- 
rv H9671 6 437-^40) und Egger (Phytochemistry (1965) 4, 609-61 B) beschneben. 

ro0651 Vorzugsweise sind die Ketocarotinoide ausgewahlt aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxanth.n, Echi- 
nenon. 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon. Adonirubin und Adonixanthin. 
r00661 Ein besonders bevorzugtes Ketocarotinoid ist Astaxanthm. 

00671 Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt vorzugsweise durch Transform at.on der Ausgangs- 
Dflanzen mit einem Nukleinsaurekonstrukt. das die vorstehend beschriebenen Nukleinsauren kod.erend e.ne 
Ketolase, enthalt. die mit einem oder mehreren Regulationssignalen funkfionell verknupft sind. die die Trans- 
action und Translation in Pflanzen gewahrleisten. _ 

r00681 Diese Nukleinsaurekonstrukte, in denen die kodierende Nukleinsauresequenz m.t einem oder mehre- 
ren Regulationssignalen fonktionell verknupft sind. die die Transkription und Translation in Pflanzen gewahr- 
leisten werden im folgenden auch Expressionskassetten genannt. 

[0069] ' Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen oder mehrere Promotoren, die d.e Transkr.pt.on 
und Translation in Pflanzen gewahrleisten. 

r00701 Die ExpressionskasBetten beinhalten Regulationssignale. also regulabve Nukleinsauresequenzen. 
welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. GemaR einer bevorzugten Ausfuh- 
runasform umfasst eine Expressionskassette stromaufwarts. d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, e.nen 
Promoter und stromabwarts. d.h. am 3'-Ende. ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls weitere regu- 
latorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz fur mindestens e.nes der vor- 
stehend beschriebenen Gene operativ verknupft sind. Unter einer operativen Verknupfung versteht man die 
seouenzielle Anordnung von Promoter, kodierender Sequenz. Terminator und ggf. weitererregulativer Elemen- 
te derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz 
bestimmungsgemali erfullen kann. 

[0071] Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleinsaurekonstrukte. Expressionskassetten und 
Vektorenfur Pflanzen und Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen, sowie die transgenen Pflanzen 
selbst beschrieben. . . _ 

[0072] Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschrankten Sequenzen sind Targe- 
tinq-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden. 
im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zellkem. in C-lkorperchen oder anderen Kom- 
partimenten und Translationsverstarker wie die S'-Fiihrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik-Virus (Gallie et 
al .Nud. Acids Res. 15(1987), 8693-8711). 

[0073] Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder Promoter geeignet, der die Expression 
von Fremdgenen in Pflanzen steuern kann. 

I0074] "Konstitutiver Promoter meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlreichen, bevorzugt alien. 
Geweben iiber einen gro&eren Zeitraum der Pflanzenentwicklung. bevorzugt zu alien Zeitpunkten der Pflan- 
zenenhvicklung, gewahrleisten. . 
100751 Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor oder einen Promoter, der ei- 
nem Pflanzenvirus entstemmt Insbesondere bevorzugt ist der Promoter dee 35S-Transkriptes des CaMV Blu- 
menkohlmosaikvirusfFrancketal. (1980) Cell 21 :285-294; Odell et al. (1985) Nature 313:810-812; Shewma- 
kTr et al (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 6:221-228) oder der 19S CaMV 
Promotor (US 5,352.605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). 

r00761 Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor ist der pds Promoter (Pecker et al. (1992) Proc. Natl. 
Acad Sci USA 89" 4952^966) oder der -Rubisco small subunit (SSU)"-Promotor (US 4,962.028). der Legu- 
minB^Promotor (GenBank Acc.-Nr. X03677). der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobactenum, der 
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iHUc rn^nin c;vnthase1 Promotor aus Agroba^^m. der Ubiquitin Promotor (Hoi- 
TR-Dopp B lpro^Wto^ P^motoWTristensen et al. (1992) Plant Mol 

torf S et al. (1995) Plant Mol Biol I 29-637-649) aen umqu * d Smas p romo tor, den Cinna- 

Biol 1 8:675^689; Bruce et aL (1 ^89) Proc N t£cad S USA 8^969 I J, ^ ^ Untereinhejten 
rnylalkoholdehydrogenase-Promotor (US f f f °* ^ ^ Q g1/1 3991) , der Pnit-Promoter (Y07648.L. Hil- 

IT TetS^^ < 1 " 5) ' ° ene ' 17 °k ^7-200>sow,e welters 

lebrand et al. (1 998). Plant, mol d.u , ' p„ anzen d em Fachmann bekannt ist. 

PromotomnvonGenBn.derentonst.tutwe ^ ind uzi B rbaren Promotor enthalten (Uber- 

100771 H? 6 , ^"nu °Rev P.anfph"S Plan^Mo. Biol 48:89-108), durch den die Expression 
sichtsart.kel: Gatz e aL (1997) Annu Kev r . y k{ steuert wer den kann. Derartge Promoto- 

des Ketolase-Gens .n der Pflanze ^t^^^Zo^ 22:361-086). durch Salicylsaure induzier- 
ren.wiez.B derPRP^ 

barer Promotor ( w ° 95/1 ?^ 43) \ Bin ,° U ^j:^|X 2 x Plant j 2 -397^»04). ein durch Abscisinsaure induzierba- 
JTp^"^ CydohLanon-lnd^erbarer Promotor (WO 

93/21 334) konnen ebenfalls ^^uT^'dvrch biotischen oder abiotischen Stress induziert werden wie 
[0078] ^mersirxiPromotorenbevorzug^ al, (1993) Plant Mol Biol 

beispie.sweise der ^*™ d » z,B *™ ^Ss^omoter aus Tomate (US 5.1 87.267). der kalteindu- 

Sfa!^ def PPDK ~ 

oder der verwundungsinduzierte LP 1 ""-^ 0 ^^ ^I^IL G enen die infolge eines Pathogenbefalls indu- 
[0079] Pathogen-induzierbare P^otoren ^^^^^J^^^chmn^. osw. 
ziert werden wie ^.etewe.se Gene ^ P J-^ ,n p ^^ B9245 . 254 .' Uknes , et al. (1992) The Plant 

Rev Phytopath 28:425^49; Duan et a UJ»6) J*f "^ 1 ^^^ , 21s ^o-208).de6Systemln(M^ 

Geweb e n a UJ^maR en«wlcklun9^bh.^.g ^l Expression in Gewebsn odsr Pflan- 

[00821 Wa«,n s.nd "*^ d " * ai»»S^von Kefcsmtnoioen bzw. .Issssn VcsWan 

S~is=s=."==s:= 5SK2 ss= t ~ ««■ — 

5 689 051 ) der glob-l Promotor oder derg-Zem Promotor. 

t d087i Fruchtspezifische P ^^^^S^SbbW Corona. V.. Aracri. B.. Kosturkova. G., Bartley. 

STSSETgES^ S SSS" ^ biosynth9Sis 9ene pro " 

r «S^ 2 R S!^ D rS 1 5.E. and Houck. CM. <so,a«on 

and^SL^ 

13 (6), 639-651 (1989). SEQ ID NC 18. TGTCACA Motif Is a Novel 

ESSES Enhancer or the cucumisin Gene, Biol. Chem. 
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277 (13) 11582-11590 [2^M SEQ ID NO. 19, fl| 

der Promoter des EndogalaSuronasegens (Redondo-Nevado, J., Medina-EsdBBSr, N., Caballero-Repullo, J.L. 
and Munoz-Blanco, J. 

A fruit-specific and developmentally regulated endc-polygalacturonase gene from strawberry (Fragana x ana- 
nassa c v Chandler), J Experimental Botany 52 (362) 1941-1945 (2001), SEQ ID NO. 20, 
der Polygalacturonase Promoter ausTomate (Nicholass, F.J., Smith, C.J., Schuch, W., Bird, C.R. and Gr.erson, 
D High levels of ripening-specific reporter gene expression directed by tomato fruit polygalacturonase ge- 
ne-flanking regions, Plant Mol. Biol. 28 (3), 423-435 (1995)), SEQ ID NO. 21, 
dieTMF7 und TMF9 Promotoren (US 5508150), 

der Promoter E4 (Cordes S. Deikman J. Margossian U. Fischer RL. Interaction of a developmentally regulated 
DNA-binding factor with sites flanking two different fruit-ripening genes from tomato (1989). Plant Cell 1, 

def Promotor U E8 (Deikman and Fisher, Interaction of a DNA binding factor with the 5'-flanking region of an ethy- 
lenes ponsive fruit ripening gene from tomato (1988), EMBO J. 7, 3315^320). Weitere zur Expression in 
Pflanzen geeignete Promotoren sind beschrieben (Rogers et al. (19B7) Meth in Enzymol 1 53:253^-277; Schardl 
et al (1 987) Gene 61:1-11; Berger et al. (1 989) Proc Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 
[0088] Alle in der voriiegenden Anmeldung beschriebenen Promotoren ermoglichen in der Regel die Expres- 
sion der Ketolase in Fruchten der erfindungsgema&en Pflanzen. 

[0089] Besonders bevorzugt im erfindungsgemaOen Verfahren sind konstitutive sowie msbesondere 
fruchtspezifische Promotoren. _ 

[0090] Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend funktio- 
nell verknupft einen fruchtspezifischen Promotor, besonders bevorzugt einen oben beschriebenen fruchtspe- 
zifischen Promotor, und eine Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase. 

r0091l Die Herstellung einer Expressionskassette erfblgt vorzugsweise durch Fusion eines geeigneten Pro- 
motors mil einer vorstehend beschriebenen Nukleinsaure kodierend eine Ketolase und vorzugsweise einer 
zwischen Promotor und Nukleinsaure-Sequenz inserierten Nukleinsaure, die fur ein plastidenspezifisches 
Transitpeptid kodiert sowie einem Polyadenylierungssignal nach gangigen Re kombi nations- und Kionierungs- 
techniken wie sie beispielsweise in T. Maniatis. E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy M.L. Berman und 
L W Enquist Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1 984) 
und in Ausubei, F.M. et al.. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-ln- 
terscience (1987) beschrieben sind. 

[0092] Die vorzugsweise insertierte Nukleinsauren, kodierend ein plastidares Transitpeptid, gewahrleisten die 
Lokalisation in Plastiden und insbesondere in Chromoplasten. 

r0093] Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren Nuklemsaure-Sequenz fur em Keto- 
lase-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Teil des Fusions proteins ein Transitpeptid ist, das die Translation des 
Polypeptides steuert. Bevorzugt sind fur die Chromoplasten spezifische Tnansitpeptide, welche nach Translo- 
kation der Ketolase in die Chromoplasten vom Ketolase-Teil enzymatisch abgespalten werden. 
r00941 Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plastidaren Nicotiana tabacum Transketo- 
lase Oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dem Transitpeptid der kieinen Untereinheit der Rubisco (rbcS) 
Oder der Ferredoxin NADP Oxkioreduktase als auch der Isopentenylpyrophosphat lsomBrase-2) Oder dessen 
funktionellem Aquivalent abgeleitet isL 

[0095] Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenzen von drei Kassetten des Plastiden-Transitpeptds 
der plastidaren Transketolase aus Tabak in drei Leserastern als Kpnl/BamHI Fragmente mit einem ATG-Kodon 
in der Ncol Schnittstelle: 

pTP09 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTC^ 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTC 

ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCC1TCCTCC 

TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAA 

TCC_BamHI 

pTP10 

KpilX^GGTACCATGC^GTCTTCTTCTTCTC 

CC TCGCC ATGGCTC^GCCTCTTC TTCTC AACTTTCCC CTTCTTCTCTCACTTTTTCCGGCC TTAA 
ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCX^CGC 
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dJl^TCGTGCCTCAGCTGCAAC CGAAACCATA^^^^AAACTGAGACTGCGCTG 



pTP11 



Konl GGTACCAT<K5CGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTGTC 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTira 

ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG 
TAAGGTC A CCGGC G ATTCGTGC CTCAGC TGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGG 
ATCC_BainHI 

r> ~~ IA t~ f,-tr *in nioctiHiirPs TransitDeDtid sind das Transitpeptid der plastidaren Isopente- 
|0096| VMM f^^J^SSSSSSSSm und das Transilpaptld der Hainan Unterainhait 
nyl-pyrophosphat Isomorase-^P-g au £ T(G U8 rin M u. F, Woolston. S. Brooks, L. Mulllnaaux. P 

Protsinrraor.oKeirDesr.mrmwBR^i , itfnnen verscNedene DNA-Fragmenre manipuliert 

(00991 Bo, dar p *£ r 2sZe^ulmateS ^tezwsSmsClg«y/alse In der korraktsn PJoldung llsst und 
^^rak^ - BHM"-""— mlttl -" <te ' "» 

hill, varsahan "^^f^SLfS r!£Sb darWuSoSsohan Beraioha sine GnMSa von wanigar als 
onssteuan Im all e ems nan har da ^^Soch 5 bp Dar Promoter kann sowobl nallv bz». homotog als 
1 00 bp. haufflp weragar "*«0I ^SSSSSSSS Die ExpressionskassaKa bainhaltat vorzugswalsa In dar 
aaeh fremdartig tew. Jf»^"^™S^l3aVead. Nukleinsauresaguenz odar aln Nuklalnaaurakons- 
^Z^TSeT^ ^^^^^^ lJL-1— — sind gaganain- 

11 380). dar nos Terminator (De^ 

rransoript <"^J°*™£F?S£Z^ * CSi M. van Montagu. M. Sen* J (1984) Tha 
j. d. Beuokeleer, ^"f^riMMttl aimefaolens plasmld pTIAohS. EMBO J.3: 835-846). 
eornpteteseouenoeo^^ 

|0102| Femer koni^ManpulaBonan. tie 1™*°™° .JJJESi werden . Wo |„ ser tlonan. Oeletionen oderSub- 

pTO?2M ^"hara^bS 1 2d. Kung and B. Wo. Acadenrio Prass (1993). 
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1 2^143 sowie in Potryk Ainu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 *. 205-225) ^rieben. 

von PflaSen verwendei werden, z.B. indem verwundete Blatter Oder Blattstucke .n e.ner Agrobakten- 
^nlosuna oebadet und anschliefiend in geeigneten Medien kultiviert werden. t ^ nano pfi^n 

fmim I2r SvSzugten Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, im folgenden auch transgene Pflan- 

IJnbeze^h^ die eine KetolaSe ex P r ^ ,ert - m t ei ™ be " 

Jplelsw^J ^BinToder insbesondere pSUN2 kloniert. dergeeignet ist. in Agrobactenum tumefacens trans- 

SlTlf Mit e^msolchen Vektor transformierte Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transfor- 
EUon von Pflanze^ insbesondere von Kulturpflanzen verwendet werden. indem be.sp.elswe.se verwunde e 
Sl BlaSe in einer Agrobakterienfcsung gebadet und anschliefiend in gee.gneten Med.en kult,- 

^?2rSre n T ra nsformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt ausF» Veo- 
nrs for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 . Engmeenng and Utohzafcon, herausgege- 
ben von S d ^ und R. Wu. Academic Press^ 993. S. 15-38. Aus den transform. erten Zellen der verwun- 
Seten Blft'te; bzw Blattstucke konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regenenert werden d.e em .n 
dfe ExpSonSTassette integriertes Gen fur die Expression einer Nuk.einsaure cod.erend e.ne Keto.ase ent- 

SS3' Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fur eine Ketolase kodierenden Nukleinsaure wird eine 
pJnrlsfonsk^sette^ls Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut. dessen Vektor-DNA zusatzliche 
£S ^^S^nssignale. beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integrate enthatt Gee.gnete 
VeMo^n Snd untr andeim in "Methods in Plant Molecular Biology and Btotechno.ogy" (CRC Press). Kap. 

fomi 7 i; 1 ter 9 Ve^e 3 nd b u^rd^ b o e hen zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen die Expres- 
1 Lilotflr , S ^eekVnete Vektoren kloniert warden, die ihre Vermehrung. beispielswe.se in E. coll. ermogO- 
^"SS^ S2J^^ PJITUT (Guerineau et al. (1988) Nucl. Acids Res.16 :11380) 

?BR332 pUC T-Seri^n M13mp-Senen, pACYC184. P MC1210, pMd 210 und pCL1920. Besonders gee.gnet 

• x /Q w nrfin die sowohl in E coli a Is auch in Agrobakterien repliaeren konnen. 

JoilsToa^^^^ dfe ExpreSS, '° n k ° nStitUtiV ° d8r V °^ SWeiSe SpeZif ' SCh " 

^^^IX.nSechend betrifft die Erfindung ferner ein Verfahren zur Herstellung von genetisch verander- 
K "geke^c^dat m'an ein Nuk.einsaurekonstrukt, entha.tend funkttone.r verknupft 

Snen fruch!spezffischen Promoter und Nukleinsauren kodierend eine Ketolase .n das Genom der Ausgangs- 

P3 fl lT 7 T SSndung betrifft femer die genetisch veranderten Pflanzen. die im Vergleich zur Ausgangspflanze 
IS^fSr^ Ausfuhrungsformdadurch erreicht. dassdie gene«sch 

^r^av^ — * in ™ — eine Nuk - 

l^lnneSr^erb'oSu^ 

Genexpression einer Nukleinslure, kodierend eine Ketolase. durch Einbringen von Nukle.nsauren, kod.erend 

T2^T^nZT^^^ b^couflt eine vorstehend beschnebene gene«sch veranderte 
PWe. daduVch gekennzeichnet, dass man in die Pflanze ausgehend von e.ner Ausgangspflanze m.ndestens 
eine Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase eingebracht hat ^m,™,,^ 
Sl22| Dta Erfindung betrifft insbesondere genetisch veranderte Pflanzen ausgewah t aus den P^^ngat- 
unoen Sinophloeus. Aglaeonema. Ananas, Arbutus, Archontophoenix, Area, Amn.a Asparagus Atta^ea, 
mETi Brachvchilum Bryonia. Caliptocalix, Capsicum. Carica, Celaslros. C.trullus. C.trus, Convalla- 
STS2^ S^^C^ii/c^ibta. Cuscuta, Cycas. Cyphomandra. Dioscorea. Di^s^u- 
ra ' Baeagnus Elaeis, Erythroxylon. Euonymus, Ficus, Fortunella. Fragaria. Gard.ma. ^^^'^^ 
?™ , GuiHelma Hibiscus Hippophaea, Iris. Lathyrus. Lonicera. Luffa, Lycum, Lycopers.cum. Malp.gh.a. 

urn. Guava, ^™^ H ^ Musa Nenja, Palisota. Pandanus. Passiflora, Persea. Physalis. Prunus, Pty- 
ISK pIS PyScan^ms F^Cs^osa, Rubus. Sabal. Sambucus, Seaforita.Shepherdia. Solanum. 
S 0rD us%7naS^^ 

;sinrs d n^^ 
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Cucurbita Citrullus. Hersicum. Passiflora, Prunus. Physalis. Solar^^acrinium und Vitis. enthaltend 
minriRsteiis sine transgene Nukleinsaure, kodierend eine Ketolase. 

SSl wfe vorstehend erwahnt wird in bevorzugten transgenen Pflanzen die Ketolase ,n den Fruchten expr,- 
mi P rt besonderes bevorzugt ist die Expression der Ketolase in den Fruchten am hochsten. 
TO1251 l^nsgenen Pflanzen. deren Vermehrungsgut, sowie deren Pflanzenzellen. -gewebe Oder -te,le. 
nsSsorrtere deren Fruchtesind ein we^^ 

Sl26rSie genetisch veranderten Pflanzen konnen, wie vorstehend beschneben. zur Herstellung von Keto- 

em Geha?t an Ketocarotinoiden konnen auch beispielsweise direkt oder nach an s.ch bekannter P™ess,erung 
^Nahrur^smittel oder Futtermittel oder als Futter- und Nahrungsemanzungsmittel yerwendet ^e^Fer- 
ner konna^ dTa genetisch veranderten Pflanzen zur Herstellung von Ketocarot.no.d-halbgen Extrakten der 
™, L/nrier zur Herstellunq von Futter- und Nahrungserganzungsmitteln verwendet werden. 
^SST^SSS ^nSn Pflanzen weisen im Vergleich zum Wi.dtvp einen erhohten Gehalt an Keto- 

^grunte^nem erhohten Gehalt an Ketocarotinoiden wird in der Regel ein erhohter Gehalt an Ge- 

^XloXS^^noide verstanden. ohne dass zwangslaufig der Gesamt-Carotmo.dgehalt erhoht 

rai3lT!n' B iner besonders bevorzugten Ausfuhmngsform weisen die erfindungsgemaaen, genetisch veran- 
^ X oLn^Tn im Veraleich zum Wildtyp einen erhohten Gehalt an Astaxanthin auf. 

JSS ^nte'einTn f emlS n GetSI S in diesem Fall insbesondere ein verursachter Gehalt an Ketocaro- 
ESS" £e£5^ ^cTnun folgenden Beispie.e erlauted , ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Semr der Fima Licor (VartTieb durch MWG Biotech. Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger et a!., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 

Beispiel V Amplifikation einer cDNA die die gesamte Primarsequenz der Ketolase aus Haematococcus pluvi- 
p alis Flotow em. Wille kodiert 

rni-«i Die cDNA. die fur die Ketolase aus Haematococcus pluvialis kodiert. wurde mittels PCR : aus Haema- 
ESJ ° P lvSstamm1 92.80 der "Samm.ung von Algenku.turen der Universitat Gothngen") Suspens.ons- 

SSrTu^Praparation von Total-RNA aus einer Suspensionskultur von Haematococcus |^ Pr» 
?Q?S»1 di 2 \Sen mit indirektem Tageslicht bei Raumtemperatur in Haematococcus Med.um (1 2 gfl Na- 
192.80) die 2 W«uno M gC12x6H20. 0.02 CaCI2*2H20; pH 6.8; nach Autoklav.eren Zugabe 

peratur, anschlie&end autoKiav.en 9f " Gesamt . RNA fur 1 0 min bei 60°C denaturiert. fur 2 mm auf Eis 

W-h^ pharmacia Biotech) M Hers ? ,,e r • 

abgekuhlt und mittels emes cuimm ^ cea y * J D ^ , PR1 oc Q in No 29) in cDNA urngeschneben. 
I013S1 Die Nukle.nsaure ^.e-end eine <«^se ^ ™* ™>» P Vtowidung eines sanse spezHi- 

SMTpSS SEO ^^rJTSES^£«-« Prime.s ( PR1 SEQ ,D No. .n,p,«. 



- 0,25 mM dNTPs 
_ 0,2 mM PR1 (SEQ ID No. 29) 
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- 0.2 mM PR2 (SEQ ifl) 30) 

- 5 Ml 10X PCR-Puffer (WkARA) 

- 0,25 Ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 25,8 Ml Aq. Dest. 

[0140] Die PCR wurde unter folgenden ZyWusbedingungen durchgefuhrt 

lx 94°C 2 Miniaten 

35x 94°C 1 Minute 

53 °c 2 Minutezi 

72 °C 3 Minuten 

XX 72°C 10 Minuten 

. Mi+ qcn oq Kin 99 und SEQ ID No. 30 resultierte in einem 1155 Bp-Fragment, 

f0141] Die PCR-Annplifikation mit SEQ 29 NO. A* uno ocu iu iw- *v Verwsnduna 

uS repraSren somit die Nukleobdsequenz im verwendeten Haematococcus pluval* Stamm 192.80 

S.431 3 D^si ^"SSSSKr* K^nierung in den Expressionsvektor pJ.T117 (Guerinea, .eta,. 1988, 
ff , L JflfL ? 6 ^Sl verwendet Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1027 Bp SpHI-Fragmen- 
Nud. Ac, ds , Res^ 6 ^11380) ^endet. 3°^, ges Ch nitlenen Vektor pJIT1 1 7. Der Won, der das Haematococcus 
2"SS^^in S3!lin oLLng a,s N-termina.e .ranslationa.e Fusion mit der rbcs Tr.ns.t- 
peptidsequenz enthalt, heiBt pJKET02. 

Beispiel 2- Amplication einer cDNA, die die Ketolase aus Haematococcus pluvialis Flotow em. Wille mit einem 
ee.sp.e h um 14 Aminosauren verkiirztem N-term.nus kodiert 

rni441 Die cDNA die fur die Ketolase aus Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80) mit einem um 14 Ami- 
nostSren verkSm terminus kodiert, wurde mittels PCR aus Haematococcus P UiV.a.« Suspens,onskultur 
^tamm 192 80 der "Sammlung von Algenkulturen der Universrtat Gottmgen") amplrfiziert 
SSSTdS fpr^araton C Total-RNA aus einer Suspensionsku.tur von Haematococcus pluva.-s (Stamm 
1 92 80) erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 

rn-iifii Die eDNA-Svnthese erfolgte wie untar Beispiel 1 beschrieben. ... 
m 47 Die NukieinsTuVe kodierlnd eine Ketolase, aus Haematococcus pluvialis (Stamm 192.80) m.t emem 
Lm 1 J Am inoiuren velSrztem N-Terminus wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Haematococ- 
Ts pluvS's unieTver^endung eines sense spezifischen Primers (PR3 SEQ ID No. 31) und e.nes anfsense 
spezifischen Primers (PR1 SEQ ID No. 29) amplifiziert. 

minus kodiert, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz. in dem enthalten war 
-4 Seiner Haematococcus pluvialis cDNA (hergestellt w.e oben beschneben) 
_ 0 25 mM dNTPs 
_ 0.2 mM PR1 (SEQ ID No. 29) 
_ 0 2 mM PR3 (SEQ ID No. 31 ) 
_ 5 ul 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0.25 ul R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 25,8 ul Aq. Dest. 

[0149] Die PCR wurde unter folgenden ZyWusbedingungen durchgefuhrt 
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IX 94^C 2 Minute^^ 

35X 94 o c 1 Minute 

53 o c 2 Minuten 

j2°C 3 Minuten 

lx 72 Q C 10 Minuten 

, ~, Arv^nfiu-iti™ mit ^po id No 29 und SEQ ID No. 31 resultlerte In elnem 1111 Bp Fragment, 

K einSa^p!^ M*— . (Position 2-16) du-oh e to ein* B o 

^iTSSSkHSS^nter Verwenduno von SBndardmethooon In den PCR.^onterunBsveWor 
[0151 J uas Mrnpimrvat n fiKETC)3 erhalten. Sequenaerungen mit den Pnmern T7- und 

^STSiS lS^^I^.SSSdSs5^ ^eS-Region (Position 1-53) der 
^^SS^ISSS&EQ ID No. 24 dutch eine in der Sequenz abweichende \^SSS^^SS 
wuSe Dieser Klon wurde daherfur die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT117 (Guenneau etal. 1988. 

roi&roie Ktoni^nrerfoigte^Silsoiierung des 985 Bp SpHI Fragmentes aus pGKET03 und Ligierung 
[0152] D ' e ^' on,e ^"^ nan u Vol<tnr njrT ii7 Der Klon der die Haernatococcus pluvialis Ketolase mit einem 

on mit dem rbcs Transitpeptid enthalt. helftt pJKETO3. 

Beisniel 3- Amolifikation einer cDNA, die die Ketoiase aus Haernatococcus pluvialis Ftotow em. Wile (Stamm 
% 8 der "Sammlung von Algenkuituren der University GotUngen") bestehend aus der gesamten Pnmarse- 

quenz und fuslonlertem C-termlnalem myc-Tag kodlert 

101531 Die cDNA, die fur die Ketolase aus Haernatococcus pluvialis (Stamm 192.80) bestehend aus der ge- 
iamten P rimSequera und fusioniertem C-termlnalem myc-Tag kodiert, wurde mtttete PCR«nterVerwendung 
I oiLmwf nTKET02 fin Beisoiel 1 beschrieben) und des Primers PR15 SEQ ID No. 32) hergestellt. Der 
Prime! ^S^^iSiS^Ji^m^MB speziflschen 3'Region (Nucleotide 4CW>9) und einer 

Sn^na^ dangsame AbkONung bei Raumtemperatur auf 

40-C) von PGKETO2 und PR15 erfolgte in einem 11.5 ul Reaktionsansatz. in dem enthalten war: 

- 1 ug pGKETO2 PlasmidDNA 

- 0.1 U9 PR15 (SEQ ID No. 32) 

[0155] Das Auffullen der 3'Enden (30 min bel 30°C) erfolgte in einem 20 pi Reaktionsansatz. in dem enthalten 



war 



- 11.5 m! pGKET02/PR15-Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 50 uM dNTPs 

- 2 M< 1X Klenow Puffer 

- 2U Klenow Enzym 

roi561 Die Nukleinsaure kodierend eine Ketolase aus Haernatococcus pluvialis (Stamm 192.80) bestehend 
aus der geLmten Kmareequenz und fusioniertem C-terminalem myc-Tag wurde Mpotpmctann- 
SSTffCR^HMm-Socoi pluvialis unter Verwendung einessense spezrfisohen Pnmers (PR2 SEQ ID 
No 30) und eines antisense spezif.schen Primers (PR1 5 SEQ ID No. 32) ampl.fiz.ert. 

^^^^^^^S^^ P^ein mit fusioniertem C-termina,em myc-Tag ko- 
dierl erfolgte in einem 50 [i\ Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi einer Anneallngsreaktion (hergestellt wle oben beschrieben) 
-0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR15 (SEQ ID No. 32) 

- 0,2 MM PR2 (SEQ ID No. 30) 

- 5 mMOX PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 Ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 Ml Aq. Dest. 

[0158] Die PGR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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IX 








35X 


94°C 


1 


jainutc 








Minute 




72°C 


1 


Minute 


IX 


72°C 


10 


Minuten 



Mr eS ^pSSS S3355 aus der gesamten Primarsequenz der Ketolase aus ^^^f m 
Jialis is zwSfache translationale Fusion mit dem rbcS Transitpeptide am N-Term,nus und dem myo-Tag am 

£7foT IDas Amplifikat wurde untar Verwendung von Standardmathoden in den PCR-Kloniemng^ektor 
T«clSZaSrt und der Klon pGKET04 erhalten. Sequent erungen mrt den Pnmern T7- und 
IpI iSSemSSS Sequenz SEQTO No. 22 identische Sequenz. wobei die 3'Region (Position 993-1155 
S?sSffiSto S" Amplifikat SEQ ID No. 26 durch eine in der abweichende Sequenz aus 39 Bp ersetzt 
tS^Z^StMSSSSmr die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT117 (Guenneau etal. 1988, 

SeirDt KtonieL^eZTeX'STLlerung des 1038 Bp EcoRi-SpH. Fragments* aus pGKET04 und , u- 
[0161] Die J^°™erung eno«« enen Vektor pJITI17. Durch die Ligation entsteht eine translationale Fu- 

g.erung mit dem ^oRI-SpHI Bf^^^^^^enz und dem N-Terminus der Ketolase Sequenz. 
ner Sdt dt Ha^S^SS mitTuslonlertem C-termlnalem myc-Tag Inder korrekten 
S^entfemng alsl SS N-teLnale Fusion mit dem rbcs TransitpepKd enthalt, heiBt pJKET4. 

Beisoiel 4- Herstellung von Expressionsvektoren zur konstitutiven Expression der Haematococcus pluviaiis Ke- 
oe.i.p.B. . » to | a se in Lycopersicon esculentum 

r0162l Die Expression der Ketolase aus Haematococcus pluviaiis in L esculentum erfolgte unter Kontrolle 
Knst£tle P n^oters d35S aus CaMV (Franck et ah 1 980 Cell 21 : 285-294^ Dl e Exprass,on erfolgte 
mit dem Transitpeptid rbcS aus Erbse (Anderson et al. 1986. Biochem J. 240:709-71 5). 
S 631 D^te Herstellung eines Express onsplasmides fur die Agrobacteriumvermittelte Transformation der Ke- 
lolaS aus HaerSSLs pluviaiis In L esculentum erfolgte unter der Verwendung des binaran Vektors 

PSU ZurTSSr^ Ses Expressionsvektors pS3KET02 wurde das 2.8 Kb Sacl-Xhol Fragment aus pJKETC* 
mft dem SXtlaSKnen Vektor pSUN3 liglert (Abb. 5. Konstmktkarte) In der Abb 5 be^haltet 

aus Erbse (204 bp). Fragment KET03 (985 bp) die urn 14 N-terminale Aminosauren verkurzta Primarse- 
quenz kodierendfuV die Haematococcus pluviaiis Ketolase. Fragment term (761 bp) das Polyadenyhe- 
rungssignal von CaMV. 

f0164l Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3KETO4 wurde das 2.8 Kb Sacl-Xhol Fragmenl ^aus 
^KET04 miS Saclxhol geschnrttenen Vektor pSUN3 ligiert. (Abb. 7. Konstruktkarte). In der Abb , 7 be- 
^halte TFragmenTdSSS den duplizlerten 35S Promoter ((747 bp). Fragment rbcS das rbcS Transitpeptldaus 
E^*se 204 bp) Fragment KET04 (1 038 bp) die gesamte Primarsequenz codierend fur die Haematococcus 
pl^alteKetolase^ bp>dasPolyadenylierungss,gnal von CaMV. 

Beispiel 5: Herstellung von Expressionsvektoren zur Expression der Haematococcus pluviaiis Ketolase in Ly- 
copersicon esculentum 

T01651 Die Expression der Ketolase aus Haematococcus pluviaiis in L esculentum erfolgte mil dem Transit- 
Lltw rhr? a us i Erbse fAnderson etal. 1986. Biochem J. 240:709-715). Die Expression erfolgte unter Kontrolle 
efner 6 ^SS£S^S^ ^ Promoters AP3 aus Arabidopsis thaliana (AL132971: Nuldeotidregion 

fo^TsD^S * - Arabidopsis thaliana beinhaltet. 

Sum? m^els PCR un?er Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethoder, aus ArabKlopsIs thaliana 
Serf) sowte der Primer PR7 (SEQ ID No. 33) und PR10 (SEQ ID No. 36) hergestellt. 
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ec^Mgen waren die folgenden: 




IX 
35X 



50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war 

- 1 00 ng genornischer DNA aus A.thaliana 

- 0,25 mM dMTPs 

-0 2mM PR7 (SEQ ID No. 33) 
-02 mM PR10 (SEQ ID No. 36) 

- 5 pi 1 0X PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 pi Pf" Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 pi Aq. Dest. 

[0 168] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt 
94°C 2 Minuten 

94°C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72°c 1 Minute 

1X 72°C 10 Minuten 

[0 169] Das 922 Bp AmpNU wurde unter Verwendu^ von SJndardmethoden in den PCR-Klonierungsvek- 
lor pCR 2.1 (Invitrogen) klonierl :und I das « diesich .edig.ich in durch eine Insertion (ein 

[0170] Sequenzierung des Klons Pj^ Q 3 ,^ s, ^9f n ®' n B^ e q naustauscn (ein G stett ein A in Position 9726 der 
l G in Position 9765 der ^^^^^^^S^^Lm^ 9298-10200) unterschei- 
Sequenz AL132971) von der pub.izierten AP3 S^""" Amplifikatiortsexperiment reprodtiziert und 

del Diese Nukleotidunterschiede wurden .n Jj^^^ZiSS Arabidopsis tha.iana Pflanzen. 
reprasentierensomitdietatsachhche^ unte r Verwendung des Plasmids 

[01711 Die modifizierte Version AP3P wurde ™ ttels f r * k ° ™: "Tl poy 7 SE Q ID No 33) und Primern PR9 
?TiS4 hergeste.lt. Die Region rSS^SSSSS 2SiS5?«?Sb Oto ID Nau 34) und 

fSEQ ID No 35) amplifiziert (Amplifikat A7/9). die Region s^o-s«o w 
PR10 (SEQ ID No. 36) amplifiziert (Amplifikat A8/10). 

[0172] Die PCR-Bedingungen waren die f °^ nde " : dje dje Re g jone n Region 10200-6771 und Region 

- 100 ng AP3 Amplifikat (oben beschneben) 

- 5 pi 1 0X PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 pi Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 pi Aq. Dest. 

[01731 Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt 

lx 94°C 2 Minuten 

2g X 94 C C 1 Minute 

50°C 1 Minute 

72 D C 1 Minute 

lx 72°C 10 Minuten 

[01741 Die rekombinante PCR beinha.tetAnnea.ing 

penden Amp.if.kate A7/9 und A8/10, V^' 5 ^;^ 96 7 S-9526 
fung. Daduroh entsteht eine mod,fiz,erte Ve^nde (^9^^ Abkiihlung bei Raumtemperatur 
S^r^ ™ - Reaktionsansatz, in dem entha.ten war: 

- 0,5 pg A7/9 Amplifikat 

- 0 25 pg AB/10 Amplifikat 

[0175] Das Auffu.len der 3'Enden (30 min bei 30-C) erfolgte in einem 20 Reaktionsansatz, in dem enthaiten 
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W8 - 17,6 pi A7/9 und A8^^nn8alingsreaktion (hergesteilt wie oben bescnf^n) 

- 50 iM dNTPs 

- 2 ^il 1X Klenow Puffer 
_ 2U Klenow Enzym 

r01761 Die Nukleinsaure, kodierend fur die modifizierte Pmmoterversion AP3P, wurde mittels PCR unter Ver- 
wendung eines sense spezifischen Primers (PR7 SEQ ID No. 28) und eines antisense spezrfischen Pr.mers 
(PR10 SEQ ID No. 36) amplifiziert. 
rni771 Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einern 50 uj Reaktionsansatz, in dem enthalten 



war: 



- 1 yi\ Annealingsreaktion (hergesteilt wie oben beschrieben) 
-0.25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 33) 

- 0,2 mM PR10 (SEQ ID No. 36) 

- 5 pi 10X PCR-Puffer (Stratagene) 

0 25 pi Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 Ml Aq. DesL 

[0178] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt 



IX 


94°C 


2 Minuten 


35X 


94*C 


1 Minute 




50°C 


1 Minute 




72°C 


1 Minute 


-IX 


72°C 


10 Minuten 



f0179l Die PCR-Amplifikation mil SEQ ID No. 33 und SEQ ID No. 3S resultierte in einem 778 Bp Fragment, 
cJas fur die modifizierte Pramoterversion AP3P kodiert Das Amplifikat wurde in den Klomerungsvektor pCR2.1 
flnvitraqen) kloniert und der Klon pTAP3P erhalten. Sequenzierungen mil den Primem T7 und M 13 bestatigten 
eine zur Sequenz AL132971, Region 10200-9298 identische Sequenz. wobei die interne Region 9285-9526 
deletiert wurde. Diese Klon wurde daherfur die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT117 (Guenneau et 
al 1988, Nucl. Acids Res. 16: 11380) verwendet .. , ■ - 

F01801 Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus P TAP3P und Ligie- 
rung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJIT117. Der Klon, der den Promoter AP3P anstelle des ur- 
sprunglichen Promoters d35S enthalt. heiat pJAP3P. 

f0181l 2ur Herstellung einer Expressionskassette pJAP3PKET02 wurde das 1027 Bp SpHI-Fragment 
KET02 (in Beispiel 1 beschrieben) in den SpHI geschnittenen Vektor pJAP3P kloniert. Der Won, der das Frag- 
ment KET02 in der korrekten Orientierung als N-terminale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthalt, herflt 

5)1821 P ZuM?erstellung einer Expressionskassette pJAP3PKET04 wurde das 1 032 Bp SpHI-EcoRI Fragment 
KETQ4 (in Beispiel 3 beschrieben) in den SpHI-EcoRI geschnittenen Vektor pJAP3P kloniert. Der Klon, der 
das Fragment KET04 in der korrekten Orientierung als N-terminale Fusion mit dem rbcS Transitpeptid enthalt, 
hei&t pJAP3PKETQ4. t a ^ 

[0183] Die Herstellung eines Expressionsvektors fur die Agrobactenumvermittelte Transformation der 
AP3P-kontrollierten Ketolase aus Haematococcus pluvialis in L. esculentum erfolgte unter der Verwendung 
des binaren Vektors pSUN3 (WOO2/O0900). 

- Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3PKETO2 wurde das 2.8 KB bp Sacl-Xhol Fragment aus 
PJAP3KET02 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert (Abb. 8. Konstruktkarte). In der 
Abb 8 beinhaltet Fragment AP3P den moditizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment rbcS das rbcS 
Transitpeptid aus Erbse (204 bp). Fragment KETQ2 (1027 bp) die gesamte Primarsequenz codierend fur 
die Haematococcus pluvialis Ketolase, Fragment term (761 Bp) das Polyadenyliarungssignal von CaMV. 

- Zur Herstellung des Expressionsvektors pS3AP3PKET04 wurde das 2.8 KB Sacl-Xhol Fragment aus 
DJAP3PKET04 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN3 ligiert. (Abb. 9, Konstruktkarte). In der 
Abb 9 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment rbcS das rbcS 
Transitpeptid aus Erbse (204 bp), Fragment KET04 (1038 bp) die gesamte Primarsequenz codierend fur 
die Haematococcus pluvialis Ketolase mit C-terminalem myc-Tag. Fragment term (76 1 Bp) das Polyadeny- 
lierungssignal von CaMV. 
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bS|1i 6: Herstellung transgener Lycopersicon esc^^ir 

Tage alter Keimlmgeder Unie Microta ^f^^™^ % saccharose. pH 6,1 verwendet. Die Kei- 
( 1 962. Murash-ge : and Skcog_ 1962 Phy sic ^Plan 1*473^ bjs ^ Tggen dje Kotyledonen 

mung fand be. 21 1 C bei wen '9 L Ki« 10 mm lanae Abschnitte geschnitten und auf das Medium MSBN 

fluss^em MS Me f^^^f^^^ in P die Suspension iiberfuhrt und fur 30 Minuten bei Zim- 

^rtempeitu ^^^SSlSSin inkubiert. Ansch.ie.iend wurden die Exp.antate mit sten.em R.terpa- 

Sch wachlicht Bed|ngungen ^^^^^^^ Sprosse konnten vom Explantat abge- 
^JS^JiS^^^S^^^ 160 n* Timentin 30 mg* Kanamycin. 0.1 mg/. IAA 

Skfen foTgende Sen erha.ten: Mi. P S3KET02 wurde erha.ten: cs1 3-24. cs13-30. cs1*40. 

10188] Mit pS3KET03 wurde erha.ten: CS14-2, CS14-3. cs14-9. cs14- 1 9. 

[0189] Mit pS3AP3PKET02 wurde erha.ten: cs16-15, cs16-34, cs16-35, cs16-40. 

Beispiel 8: Charakterisierung der transgenen Fruchte 

rniQOl Das Fruchtmaterial der transgenen Pflanzen wurde in fliissigem Stickstoff gemoisert und das Pulver 
SenS 25? bis mg'mit 1 00 % Aceton extrahiert (dreima. je 500 u.). Das L6sungsm,ttel wurde evaponert und 

fo^rS^ *onnte zwischen Mono- und Diestem der Carotinoide unter- 

IcNeden ^ waren nahezu kientisch mit einer pub.izierten Methode (Frazer et 

f^lTiX^^C^e war aufgrund der W-V.S-Spektren m6 ? .ich. 
2 93 Tabe He I zeStda Tcarotinoidprofil in Tomatenfruchten dergemaft der vorstehend beschnebenen Be - 
Lo Shlraes el ten ?ansgenen Tomaten und Kontrol.tomatenpflanzen. Im Vergle.ch zur genebsch n.cht ver- 
2^n^^!»5-I-n die gsnetisch veranderten Pflanzen einen Gehallan Ketocarot.no.den und 
insbesondere einen Gehalt an Astaxanthin auf. 
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Tabelle 1 




+ bedeutet Carotinoid nachweisbar 

bedeutet Carotinoid nicht detektiert 
( + ) bedeutet Carotinoidkonzentration an der Nachweisgxenze 
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<110> SunGene GrabH Co. KGaA 

<120> verfahren zur herstellung von AstaxantHin in Fruechten von Pflanzen 



<130> NAE 365/02 

<160> 36 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 1771 

<212> UNA m 

<213> Haematococcus pluvxalis 

<220> 

<221> CDS 

<222> (166) . • (1155) 

<223> 



Jgc^cgagct tgcacgcaag tcagcgcgcg caagtcaaca cctgccggtc cacagcctca 60 
aauataaag agctcaagcg tttgtgcgcc tcgacgtggc cagtctgcac tgccttgaac 120 
ccgcgagtct cccgccgcac tgactgccat agcacagcta gacga atg cag eta gca 



1 



gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age get gag gca etc aag 



S S vat Mel gIu g£ Leu £r 5Iy Ser Ala Glu Ala l« Ly. 

5 10 15 20 

gag aag gag aag gag gtt gca ggc age tct gac gtg ttg cgt aca tgg 
Glu lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp val l*u Arg Thr Trp 
25 30 35 

gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gaa gag tea gac gcg gee cgc ccg 
Ala Tnr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp Ala Ala Arg Pro 
40 45 

gga ctg aag aat gee tac aag cca cca cct tec gac aca aag ggc ate 
Sly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp Thr Lys Gly He 
'55 60 65 

aca atg gcg eta cgt gtc ate ggc tec tgg gee gca gtg ttc etc cac 
Se? Sa Leu Arg Val He Gly Ser Trp Ala Ala Val Pne Leu His 

70 75 80 

acc att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg gac cag ctg cac tgg 
Sa III Phe Gin He Lys Leu Pro Tnr Ser Leu Ab P Gin Leu His Trp 
85 90 95 

ctg ccc gtg tea gat gee aca get cag ctg gtt age ggc acg age age 



177 



225 



273 



321 



369 



417 



465 



513 
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Leu Pro val Ser A^L Thr Ala Gin Leu Val Ser Gly Ttu£| Ser 



105 



„„ - rr oac a tc gtc gca gta tec etc gtc ctg gag etc ccg tac aca 
HI Seu Sp Se Sal ?al Sal Pbe Phe Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr 



120 



,-t-*- t-fct atc acc acg cat gat get atg cat ggc acc atc gec atg 
£y Leu Ht HI S Thr His Asp Ala Met His Gly Thr He Ala Met 



135 



140 



aaa aac agg cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga gta tgc atc tec ttg 
2g Sn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val Cys He Ser Leu 
150 155 160 

tac acc tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cgc aag cat tgg gag cac 

Sr S- S »« ^ » Met LeU HiS *S LyS ^ So 
165 170 175 

,»*f aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct gac ttc cac agg gga 
S Asn Ss ?hr Sy Glu val Gly Lys Asp Pro Asp Phe His Arg Gly 



185 



aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gec age ttc atg tec age tac atg 
Zl Pro Sy He Val Pro Trp Phe Ala Sex Phe Met Ser Ser Tyr Met 
200 205 

hrfl » ra raa cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg acg gtg gtc atg cag 
2 Se? S G?n Phe La 2g Leu Ala Trp Trp Thr Val Val Met Gin 
215 220 225 

ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg ttc atg gcg gec gcg 
Su Le? 25 Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala 
230 2 35 240 

ccc atc ctg tec gec ttc cgc ttg ttc tac ttt ggc acg tac atg ccc 
So xte £eS Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyx Phe Gly Tar iyr Met Pro 
245 2 *° 255 260 

cac aag cct gag cct ggc gec gcg tea ggc tct tea cca gec gtc atg 
Ss Jys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser Pro Ala val Met 
265 270 2/b 

aac tag tag aag teg cgc act age cag gcg tec gac ctg gtc age ttt 
JS S Lys Ser Axg Thr Ser Gin Ala Ser Asp Leu Val Ser Phe 
280 2 85 290 

ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag cac cac cgc tgg ccc 
S^riovr His Phe Asp Leu His Trp Glu His Hxs Arg Trp Pro 
295 3 00 305 

ttc acc ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc cgc ctg tct ggc cga 
to Sa Pro tS tS Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg 



310 



315 320 



ggc ctg gtt cct gec tag ctggacacac tgcagtgggc cctgctgcca 
Gly Leu val Pro Ala 



561 



609 



657 



705 



753 



801 



849 



897 



945 



993 



1041 



1089 



1137 



1185 
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325 



gctgggcatg caggttgtgg 


caggactggg tgaggtgaaa agctgcaggc 


gctgctgccg 


1245 


gacacgctgc 


atgggctacc 


ctgtgtagct gccgccacta ggggaggggg 


txtgtagctg 


1305 


tcgagcttgc 


cccatggatg 


aagctgtgta gtggtgcagg gagtacaccc 


acaggccaac 


i i c. c 
13 65 


acccttgcag 


gagatgtctt 


gcgtcgggag gagtgttggg cagtgtagat gctatgattg 


1425 


tatcttaatg 


ctgaagcctt 


taggggagcg acacttagtg ctgggcaggc 


aacgccctgc 


1485 


aaggtgcagg 


eacaagctag 


gctggacgag gactcggtgg caggcaggtg 


aagaggtgcg 


1545 


ggagggtggt 


gccacaccca 


ctgggcaaga ccatgctgca atgctggcgg 


tgtggcagtg 


1605 


agagctgcgt 


gattaactgg- 


gctatggatt gtttgagcag tctcacttat 


tctttgafcat 


1665 


agatactggt 


caggcaggtc 


aggagagtga gtatgaacaa gttgagaggt ggtgcgctgc 


1725 


ccctgcgctt 


atgaagctgt 


aacaataaag tggttcaaaa aaaaaa 




1771 



<210> 2 
<211> 329 
<212> PRT 

<213> Haeroatococcus pluvialls 
<40O> 2 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
i 5 10 

Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 3 ° 

Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 43 

Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 



Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Arg Val lie Gly Ser Trp Ala Ala 
65 ™ 75 



val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 

85 ^ a 

Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu val Ser 
100 105 
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Gly Thr Ser Ser d^eu As P lie Val Val Val Phe Phe Glu 

Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr Hie Asp Ala Met His Gly 



130 

Thr lie Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 ljS 



cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 



165 



His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 

Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met 
19 5 200 zu:> 

Ser ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 2 

Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 2 30 235 

Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 * DZ> 

Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 

Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 

Leu val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 2 9 5 300 

His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 310 315 

Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
325 
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<210> 3 

<211> 1662 

<212> DNA 

<213> Haeroatococcus pluvialxs 
<220> 

^221> CDS 

<222> (168) . • (1130) 

<223> 



cg^gcaact caagaaattc aacagctgca agcgcgcccc agcctcacag cgccaagtga 60 
gctatcgacg tggttgtgag cgctcgacgt ggtccactga cgggcctgtg agcctctgcg 120 
ctccgtcctc tgccaaatct cgcgtcgggg cctgcctaag tcgaaga atg cac gtc 



l 



gca teg gca eta atg gtc gag cag aaa ggc agt gag gca get get tec 
La Ser Ala *eu Met Val Glu Gin Lys Gly Ser Glu Ala Ala Ala Ser 



5 



10 « 



aac cca gac gtc ttg aga gcg tgg gcg aca cag tat cac atg cca tec 
Sr 5ro Lp Sal LeS Arg Ala Trp Ala Thr Gin Tyr His Met Pre Ser 

25 30 ^ 



20 



rr«« t<~n tea aac gca get cgt cct gcg eta aag cac gec tac aaa cct 
SK S sS Sa La £g Pro Ala lju I*- His Ala Tyr Lys Pro 

cca gca tct gac gec aag ggc acc acg atg gcg ctg acc ate act ggc 
Pro Ala Ser Asp Ala Lys Gly tie Thr Met Ala Leu Thr lie ale Gly 
55 «0 65 

acc tgg acc gca gtg ttt tta cac gca ata ttt caa ate agg eta ccg 
m Ala ?a? Phe Leu His Ala He Phe Gin lie Arg Leu Pro 

70 75 8 

aca tec atg gac cag ctt cac tgg ttg cct gtg tec gaa gee aca gec 
£ Ser Sec Lp Gin Leu Hie Trp Leu Pro Val Ser Glu Ale Thr Ala 
85 90 95 

caa ctt tta ggc gga age age age eta ctg cac ate get gca gtc ttc 
SS Su Leu G?y G?y Ser Ser Ser Leu Leu His He Ale Ale Val Phe 

aoo 105 110 

att gta ctt gag ttc ctg tac act ggt eta ttc ate acc aca cat gac 
SS 53 «-» Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp 



120 



oca atg cat ggc acc ata get ttg agg cac agg cag etc aat gat etc 
Sa Me? Sa S!y Thr He Ala Leu Arg His Arg Gin Leu Asn Asp Leu 
235 140 

ctt ggc aac ate tgc ata tea ctg tac gee tgg ttt gac tac age atg 



176 



224 



272 



320 



368 



4X6 



464 



512 



560 



608 



656 
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L eu Gly Asn Xle Cy^e Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp ^ Met 

150 155 



^ ^ aao cac tag gag cac cac aac cat act ggc gaa gtg gag 
Zl Ts Arg Lyf nts S i! H is Asn His Tfcr Oly U Val Oly 
165 170 l 

„ r-r-i- oac ttc cac aag gga aat ccc ggc ctt gtc ccc tgg ttc 
£ S S S2 SI ^ SS, «n Pre Gly u. *1 Pro Trp Phe 

180 185 

r,™- ttc ata tec age tac atg tec ctg tgg cag ttt gec egg ctg 
S Ser Me? Ser Ser Tyr Me? Ser Leu Trp Gin Phe Ala Arg Leu 



200 

ss s S S KS ?s s s: £S 2 s s S S S 2 

215 220 



► ft c a ta act gca gec cca ate ttg tea gca ttc cgc etc 

|S !S S L. «J Pro ne ,eu «r Ph. «. *m 

^ t-^r- ttc aac act tac ctg cca cac aag cct gag cca ggc cct gca 
p£ £r £e G?y £r Tyr Leu Pro Hie Lys Pro Glu Pro Gly Pre Ala 
245 250 255 

oca ooc tec cag gtg atg gec tgg ttc agg gec aag aca agt gag gca 
£y ser Gin Sal Met Ala Trp Phe Arg Ala Lys Thr Ser Glu Ala 
260 265 270 

~„ ttc eta aca tgc tac cac ttt gac ctg cac tgg 

ser Cp 52 S Ser Pfce £u £r Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp 



CTM ca- cac agg tgg ccc ttt gec ccc tgg tgg cag ctg ccc cac tgc 
SE 111 Zt Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Gin ,e« Pro Hxs Cys 
295 3°° J 

cac cgc ctg tec ggg cgt ggc ctg gtg cct gec ttg gca tga 
Sg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Leu Ala 



310 



cctggtccct ccgctggtga cccagcgtct gcacaagagt gtcatgetae agggtgctgc 
ggccagtggc agcgcagtgc actctcagcc tgtatggggc taccgctgtg ccactgagca 
ctgggcatgc cactgagcac tgggcgtgct actgagcaat gggcgtgcta ctgagcaatg 
ggcgtgctac tgacaatggg cgtgctactg gggtctggca gtggctagga tggagtttga 
rgcattcagt agcggtggcc aacgtcatgrt ggatggtgga agtgctgagg ggtttaggca 
geeggcattt gagagggcta agttataaat cgcatgctgc tcatgcgcac atatctgeae 
acagecaggg aaatcccttc gagagtgatt atgggacact tgtattggtt tegtgetatt 



704 

752 

800 

B48 

896 

944 

992 

1040 

1088 

1130 

1190 

1250 

1310 

1370 

1430 

1490 

1550 
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20 



25 



Met Pro Ser Glu ser Ser Aep Ala Ala Arg Pro Ala Leu Lye His Ala 
35 40 " 



Tyr Lys Pro Pro Ala Ser Asp Ala Lys Gly He Thr Met Ala Leu Thr 
50 55 60 

He lie Gly Thr Trp Thr Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin lie 
65 ™ 75 

Arg Le u Pro Thr Ser Met asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Glu 
85 50 

Ala Thr Ala Gin Leu Leu Gly Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Ala 
10 0 105 



Ala val Phe He Val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr 
115 



120 125 



Thr His Asp Ala Met His Gly Thr Tie Ala Leu Arg His Arg Gin Leu 
130 1« "0 

Asn Asp Leu Leu Gly Asn He Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp 



145 



150 



Tyr Ser Met Leu His Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly 
165 170 

Glu val Gly Lys Asp Pro Asp Phe His Lys Gly Asn Pro Gly Leu val 



1662 



^ DE 102 38 978 A1 2004.03.M 

Bttttattca gcagcWac ttagtgaggg tgagagcagg gtggtgag^Rgagtgagt 1610 
gagratgaac ctggtcagcg aggtgaacag cctgtaatga atgactctgt ct 

<210> 4 

<211> 320 

<212> PRT t 

<213> Haeroatococcus pluvxalis 

<400> 4 

Met His val Ala Ser Ala Leu Met Val Glu Gin Lys Gly Ser Glu Ala 
1 5 10 

Ala Ala Ser Ser Pro Asp Val Leu Arg Ala Trp Ala Thr Gin Tyr His 
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Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Leu Trp Gla Phe 
195 200 205 

Ala Arg Leu Ala Trp Trp Ala Val Val Met Gin Met Leu Gly Ala Pro 
210 215 220 

Met Ala Asn Leu Leu Val Phe Met Ala Ala Ala Pro lie Leu Ser Ala 
225 230 

Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Tyr Leu Pro His Lys Pro Glu Pro 
245 250 

Gly Pro Ala Ala Gly Ser Gin Val Met Ala Trp Phe Arg Ala Lys Thr 
260 265 270 

Ser Glu Ala Ser Asp Val Met Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp 
275 2*° 285 

Leu His Trp Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Gin Leu 
290 295 300 

Pro His cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu val Pro Ala Leu Ala 
305 



310 315 320 



-c210> 5 

<211> 729 

<212> UNA 

<:213> Agrobacterium aurantiacuro 
<220> 

<221> CVS 

<222> (1)..(729> 

<223> 



<400> 5 

ato age gca cat gcc ctg ccc aag gca gat ctg acc gcc acc age ctg 
sir La His La Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
1 5 10 15 

arc ate tea ggc ggc ate ate gcc get tgg ctg gcc ctg cat gtg cat 
S2 Sal s2 5y G?y He He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
2 0 25 30 

gcg ctg tgg ttt ctg gac gca gcg gcg cat ccc ate ctg gcg ate gca 
111 Leu Tr? Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro He Leu Ala He Ala 



48 



96 



144 
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35 40 45 



aat ttc ctg ggg ctg acc tog ctg teg gtc gga ttg ttc ate ate gcg 
jSn III Leu 25 Leu Thr Trp Leu Ser val Gly Leu Phe lie He Ala 
50 55 60 

cat gac gcg atg cac ggg teg gtg gtg ccg ggg cgt ccg cgc gec aat 
ntl !l! Me? His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 

gcg gcg atg ggc cag ctt gtc ctg tgg ctg tat gec gga ttt teg tgg 
Ala Ala Met Gly Gin Leu val Lett Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 9= 



ccg acg gtg ccg tgg tgg cgc ctg ccc age acc cgc acc aag ggg gac 
Pro Thr val . Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 240 



192 



240 



288 



cgc aag atg ate gtc aag cac atg gee cat cac cgc cat gec gga acc 336 
Irg Lys Met He Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr 
100 I© 5 1 

gac gac gac ccc gat ttc gac cat ggc ggc ccg gtc cgc tgg tac gec 384 
Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 

cgc ttc ate ggc acc tat ttc ggc tgg cgc gag ggg ctg ctg ctg ccc 432 
Arg Phe He Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 1*0 

gtc ate gtg acg gtc tat gcg ctg ate ctt ggg gat cgc tgg atg tac 
val He val Thr val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 1«0 

gtg gtc ttc tgg ccg ctg ccg teg ate ctg gcg teg ate cag ctg ttc 
val val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 

gtg ttc ggc acc tgg ctg ccg cac cgc ccc ggc cac gac gcg ttc ccg 576 
val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly Hie Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 

gac cgc cac aat gcg egg teg teg egg ate age gac ccc gtg teg ctg 
Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 

ctg acc tgc ttt cac ttt ggc ggt tat cat cac gaa cac cac ctg cac 
Leu Thr Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr Bis His Glu His His Leu His 
210 215 220 



480 



528 



acc gca tga 
Thr Ala 



624 



672 



720 



729 



<210> 6 
<211> 242 
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<212> PRT 

<213> Agrobacteriuni aurantiacuro 
<400> 6 

Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala ttr Sex Leu 

1 5 

lie val Ser Gly Gly He He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 

Ala Leu Trp Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro lie Leu Ala He Ala 



35 



Asn Flie Leu 
50 



Gly Leu Thr Trp Leu Ser 



Val Gly Leu Phe He He Ala 



55 



60 



His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Ann 
65 70 75 



Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 



Arg Lys Met lie Val Lys His Met Ala Hie His Arg His Ala Gly Thr 



100 



Asp ASP Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 



115 

Arg Phe He Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 

Val He Val Thr Val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 

val val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 

Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 



205 
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^u Thr Cys Phe His^he Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 

Pro Thr val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 



Thr Ala 



<210> 7 

<211> 1631 

<212> DNA 

<213> Alcaligenes sp. 

<220> 

<221> CDS 

<222> (99).. (827) 

<223> 



ctgcaggccg ggcccggtgg ccaatggtcg caaccggcag gactggaaca ggacggcggg 
ccggtctagg ctgtcgccct acgcagcagg agtttcgg atg tec gga egg aag, cct 

1 5 

ggc aca act ggc gac acg ate gtc aat etc ggt ctg ace gee gcg ate 
|? y *hr Thr Gly Asp Thr rie val Asn Leu Gly Leu Thr Ala Ala He 

ctg etg tgc tgg etg gtc ctg cac gee ttt acg eta tgg ttg eta gat 
2« Leu Cys Trp Leu Val Leu His Ala Fhe Thr Leu Trp Leu Leu Asp 
25 30 J - 



aca ace ccg cat ccg ctg ctt gee gtg ctg tgc ctg get ggg ctg ace 
Xa Sa K His Pro Leu Leu Ala val Leu Cys Leu Ala Gly Leu Thr 
40 45 50 

tgg etg teg gtc ggg ctg tte ate ate gcg eat gac gca atg cac ggg 
Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe He He Ala His Asp Ala Met His Gly 
55 «° 65 

rrt-ft at.a ceo aero cog ccg cgc gee aat gcg gcg ate ggg caa ctg 
2r Va? 53 Pro IS 5 Pro Arg Ala Asa Ala Ala He Gly Gin Leu 
75 8° 85 



gcg ctg tgg etc tat gcg ggg tte teg tgg ecc aag ctg ate gee aag 
S£a Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp Pro Lys Leu He Ala Lys 
90 95 iJ 



cac atg acg cat cac egg cac gee ggc acc gac aac gat ecc gat tte 
Ss Sec ?hr His His Arg His Ala Gly Thr Asp Asn Asp Pro Asp Phe 
105 HO 115 



164 



212 



260 



308 



356 



404 



452 
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ggt cac gga ggg ccc ^^cgc tgg tac ggc age ttc gtc tec aWat 500 

Gly His Gly Gly Pro val Arg Trp Tyr Gly Ser Phe Val Ser Thr Tyr 
120 125 130 

ttc ggc tgg cga gag gga ctg ctg eta ccg gtg ate gtc ace acc tat 548 
Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro Val He Val Thr Thr Tyr 
135 140 145 150 

gcg ctg ate ctg ggc gat cgc tgg atg tat gtc ate ttc tgg ccg gtc 
Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr val He Phe Trp Pro Val 
155 160 165 

ccg gec gtt ctg gcg teg ate cag att ttc gtc ttc gga act tgg ctg 
Pro Ala Val Leu Ala Ser He Gin He Phe Val Pbe Gly Thr Trp Leu 
170 175 130 

ccc cac cgc ccg gga cat gac gat ttt ccc gac egg cac aac gcg agg 
Pro His Arg Pro Gly His Asp Asp Phe Pro Asp Arg His Asn Ala Arg 
135 1*0 195 

teg acc ggc ate ggc gac ccg ttg tea eta ctg acc tgc ttc cat ttc 
Ser Thr Gly He Gly Asp Pro Leu Ser Leu Leu Thr Cys Phe His Phe 
200 205 210 

ggc ggc tat cac cac gaa cat cac ctg cat ccg cat gtg ccg tgg tgg 
Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His Pro His Val Pro Trp Trp 
215 ^ 220 225 230 

cgc ctg cct cgt aca cgc aag acc gga ggc cgc gca tgo cgcaattcct 
Arg Leu Pro Arg Thr Arg Lys Thr Gly Gly Arg Ala 
235 240 



596 



644 



692 



740 



788 



837 



cattgtcgtg gcgacagtcc tcgtgatgga gctgaccgcc tatfcccgtcc acegctggat 897 

tatgeaegge cccctaggct ggggctggca caagtcccat cacgaagagc acgaccacgc 957 

gttggagaag aacgacctct aeggegtegt ettcgeggtg ctggcgacga tcctctteac 1017 

cgtgggcgcc tattggtggc eggtgctgtg gtggatcgcc ctgggcatga eggtctatgg 1077 

gttgatctat ttcatcctgc aegaeggget tgtgcatcaa cgctggccgt tteggtatat 1137 

tccgcggcgg ggctatttcc gcaggctcta ccaagctcat cgcctgcacc aegeggtega 1197 

ggggegggac cactgcgtca getteggett catctatgcc ccacccgtgg acaagctgaa 1257 

gcaggatctg aageggtegg gtgtcctgcg cccccaggac gagegtcegt cgtgatctct 1317 

gatcccggcg tggccgcatg aaatccgacg tgctgctggc aggggcegge cttgccaacg 1377 

gaetgatege getggegate cgcaaggcgc ggcccgacct tcgcgtgctg ctgctggacc 1437 

gtgcggcggg cgcctcggac gggcatactt ggtcctgcca cgacaccgat ttggcgccgc 1497 

actggctgga ccgcctgaag ccgatcaggc gtggcgactg gcccgatcag gaggtgcggt 1557 
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tcccagacca ttcgcgaagg ctccgggccg gatatggctc gatcgacggg cgggggctga 1617 
tgcgtgcggt gacc 



1631 



<210> 8 

<211> 242 

<212> PRT 

<213> Alcaligenes sp. 

<400> 8 



Met Ser Gly Arg Lys Pro Gly Thr Thr Gly Asp Thr He Val Asn Leu 
5 10 15 



Glv Leu Thr Ala Ala He Leu Leu Cys Trp Leu Val Leu His Ala Phe 
20 25 30 

Thr Leu Trp Leu Leu Asp Ala Ala Ala His Pro Leu Leu Ala Val Leu 
35 40 45 

Cys Leu Ala Gly Leu Thr Trp Leu Ser val Gly Leu Phe He He Ala 
50 55 60 

His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 

Ala Ala He Gly Gin Leu Ala Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 

Pro Lys Leu He Ala Lys Eis Met Thr His His Arg His Ala Gly Thr 
100 10S HO 

Asp Asn Asp Pro Asp Phe Gly His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Gly 
115 120 125 

ser Phe val Ser Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 "0 

e Val Thr Thr Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 

155 160 



Val Il< 

145 150 



Val He Phe Trp Pro Val Pro Ala Val Leu Ala Ser He Gin He Phe 
165 170 175 

Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Asp Phe Pro 
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180 185 190 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Thr Gly lie Gly Asp Pro Leu Ser Leu 
195 200 205 

Leu Thr Cys Phe His She Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 

Pro His Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Arg Thr Arg Lys Thr Gly Gly 
225 230 235 240 



Arg Ala 



<210> 


9 


<211> 


729 


<212> 


DNA 


<213> 


Paracoccus 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (729) 


<223> 




<400> 


9 



aat ttc ctg ggg ctg acc tgg ctg teg gtc gga ttg ttc ate ate gcg 
Asn Phe Leu Gly Leu Thr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe lie lie Ala 
50 55 6G 

cat gac gcg atg cac ggg teg gtc gtg ccg ggg cgt ccg cgc gec aat 
His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 60 

gcg gcg atg ggc cag ctt gtc ctg tgg ctg tat gec gga ttt teg tgg 
Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 

cgc aag atg ate gtc aag cac atg gec cat cac cgc cat gec gga acc 
Arg Lys Met lie Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Thr 



atg age gca cat gec ctg ccc aag gca gat ctg acc gee aca age ctg 48 
Met ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr ser Leu 
15 10 15 

ate gtc teg ggc ggc ate ate gee gca tgg ctg gee ctg cat gtg cat 96 
He val Ser Gly Gly He He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His val His 
20 25 30 

gcg ctg tgg ttt ctg gac gcg gcg gec cat ccc ate ctg gcg gtc gcg 144 
Ala Leu Trp Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro He Leu Ala Val Ala 
35 40 45 



192 



240 



288 



336 
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100 105 11<? 

gac gac gac cca gat ttc gac cat ggc ggc ccg gtc cgc tgg tac gcc 384 
Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro Val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 

cgc ttc ate ggc acc tat ttc ggc tgg cgc gag ggg ctg ctg ctg ccc 432 
Arg Phe He Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 

gtc ate gtg acg gtc tat gcg ctg ate ctg ggg gat cgc tgg atg tac 480 
val He Val Thr Val Tyr Ala Leu He Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 160 



gtg gtc ttc tgg ccg ttg ccg teg ate ctg gcg teg ate cag ctg ttc 
Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser He Leu Ala Ser He Gin Leu Phe 
165 170 175 

gtg ttc ggc act tgg ctg ccg cac cgc ccc ggc cac gac gcg ttc ccg 
Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 

gac cgc cat aat gcg egg teg teg egg ate age gac cct gtg teg ctg 
Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 

ctg acc tgc ttt cat ttt ggc ggt tat cat cac gaa cac cac ctg cac 
Leu Thx Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 

ccg acg gtg ccg tgg tgg cgc ctg ccc age acc cgc acc aag ggg gac 
Pro Thr Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 
225 230 235 240 

acc gca tga 
Thr Ala 



<210> 10 

<211> 242 

<212> PRT 

<213> Paracoccus marcusii 

<400> 10 

Met Ser Ala His Ala Leu Pro Lys Ala Asp Leu Thr Ala Thr Ser Leu 
! 5 10 15 

He Val Ser Gly Gly He He Ala Ala Trp Leu Ala Leu His Val His 
20 25 30 

Ala Leu Trp Phe Leu Asp Ala Ala Ala His Pro He Leu Ala Val Ala 
35 40 45 



528 



576 



€24 



672 



720 



729 
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SrTrp Leu Ser Val Gly Leu Phe lie ^^Rj.£ 



Asn Phe Leu Gly Leu fflr Trp Leu Ser Val Gly Leu Phe lie I^^fcla 
50 55 60 



His Asp Ala Met His Gly Ser Val Val Pro Gly Arg Pro Arg Ala Asn 
65 70 75 80 



Ala Ala Met Gly Gin Leu Val Leu Trp Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Trp 
85 90 95 



Arg Lye Met lie Val Lys His Met Ala His His Arg His Ala Gly Tfax 
100 105 110 



Asp Asp Asp Pro Asp Phe Asp His Gly Gly Pro val Arg Trp Tyr Ala 
115 120 125 



Arg Phe lie Gly Thr Tyr Phe Gly Trp Arg Glu Gly Leu Leu Leu Pro 
130 135 140 



Val lie Val Thr Val Tyr Ala Leu Tie Leu Gly Asp Arg Trp Met Tyr 
145 150 155 160 



Val Val Phe Trp Pro Leu Pro Ser lie Leu Ala Ser lie Gin Leu Phe 
165 170 175 



Val Phe Gly Thr Trp Leu Pro His Arg Pro Gly His Asp Ala Phe Pro 
180 185 190 



Asp Arg His Asn Ala Arg Ser Ser Arg He Ser Asp Pro Val Ser Leu 
195 200 205 

Leu Thar Cys Phe His Phe Gly Gly Tyr His His Glu His His Leu His 
210 215 220 

Pro Thr- Val Pro Trp Trp Arg Leu Pro Ser Thr Arg Thr Lys Gly Asp 

225 230 235 240 



Thr Ala 



<210> 11 

<211> 1629 

<212> DNA 

<213> Synechococcus sp. 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1629) 

<223> 



atg ate acc acc gat gtt gtc att att ggg gcg ggg cac aat ggc tta 4B 

Met lie Thr Thr Asp val val He He Gly Ala Gly His Asn Gly Leu 
1 5 10 15 

otc tgt gca gec tat ttg etc caa egg ggc ttg ggg gtg acg tta eta 96 

Val Cys Ala Ala Tyr Leu Leu Gin Arg Gly Leu Gly Val Thr Leu Leu 
20 25 3° 



gaa aag egg gaa gta cca ggg ggg gcg gec acc aca gaa get etc atg 
Glu Lys Arg Gin Val Pro Gly Gly Ala Ala Thr Thr Glu Ala Leu Met 
35 40 45 

ccg gag eta tec ccc ceg ttt cgc ttt aac cgc tgt gec att gac cac 
Pro Glu Leu Ser Pro Gin Phe Arg Phe Asn Arg Cys Ala lie Asp Hxs 
50 55 60 

gaa ttt ate ttt ctg ggg ccg gtg ttg cag gag eta aat tta gec cag 
Glu Phe He Phe Leu Gly Pro Val Leu Gin Glu Leu Asn Leu. Ala Gin 
65 7 ° 75 8 

tat ggt ttg gaa tat tta ttt tgt gac ccc agt gtt ttt tgt ccg ggg 
Tyr Gly Leu Glu Tyr Leu Phe Cys Asp Pro Sex Val Phe Cys Pro Gly 
85 90 95 

ctg gat ggc caa get ttt atg age tac cgt tec eta gaa aaa acc tgt 
Leu ASP Gly Gin Ala Phe Met Ser Tyr Arg Ser Leu Glu Lys Thr Cys 
100 105 HO 

gec cac att gee acc tat age ccc cga gat gcg gaa aaa tat egg caa 
Ala His He Ala Thr Tyr Ser Pro Arg Asp Ala Glu Lys Tyr Arg Gin 
115 120 125 

ttt gtc aat tat tgg acg gat ttg etc aac get gtc cag cct get ttt 
Phe Val Asn Tyr Trp Thr Asp Leu Leu Asn Ala Val Gin Pro Ala Phe 
130 "5 «° 

aat get ccg ccc cag get tta eta gat tta gec ctg aac tat ggt tgg 
Asn Ala Pro Pro Gin Ala Leu Leu Asp Leu Ala Leu Asn Tyr Gly Trp 
145 150 155 1K» 

gaa aac tta aaa tec gtg ctg gcg ate gec ggg teg aaa acc aag gcg 
Glu Asn Leu Lys Ser Val Leu Ala He Ala Gly Ser Lys Thr Lys Ala 
165 170 1'5 

ttg gat ttt ate cgc act atg ate ggc tec ccg gaa gat gtg etc aat 
Leu Asp Phe He Arg Thr Met He Gly Ser Pro Glu Asp Val Leu Asn 
180 185 190 

gaa tgg ttc gac age gaa egg gtt aaa get cct tta get aga eta tgt 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 
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3^Krg Val Lys Ala Pro Leu Ala Arg LevWPs 



Glu Trp Phe Asp Ser Gj 

195 200 205 

teg gaa att ggc get ccc cca tec caa aag ggt agt age tec ggc atg 
Ser Glu lie Gly Ala Pro Pro Ser Gin Lys Gly Ser Ser Ser Gly Met 
210 215 220 

atg atg gtg gee atg egg cat ttg gag gga att gee aga cca aaa gga 
Met Met Val Ala Met Arg His Leu Glu Gly lie Ala Arg Pro Lys Gly 
225 230 235 240 

ggc act gga gec etc aca gaa gee ttg gtg aag tta gtg caa gec caa 
Gly Thr Gly Ala Leu Thr Glu Ala Leu Val Lys Leu Val Gin Ala Gin 
245 250 255 

ggg gga aaa ate etc act gac caa acc gtc aaa egg gta ttg gtg gaa 
Gly Gly Lys lie Leu Thx Asp Gin Thr Val Lys Arg Val Leu Val Glu 
260 265 270 

aac aac cag gcg ate ggg gtg gag gta get aac gga gaa cag tac egg 
Asn Aan Gin Ala lie Gly Val Glu Val Ala Asn Gly Glu Gin Tyr Arg 
275 280 285 

acc aaa aaa ggc gtg att tct aac ate gat gec cgc cgt tta ttt ttg 
Ala Lys Lys Gly Val He Ser Asn He Asp Ala Arg Arg Leu Phe Leu 
290 295 300 

caa ttg gtg gaa ccg ggg gec eta gec aag gtg aat caa aac eta ggg 
Gin Leu val Glu Pro Gly Ala Leu Ala Lys Val Asn Gin Asn Leu Gly 
305 310 315 320 

gaa cga ctg gaa egg cgc act gtg aac aat aac gaa gec att tta aaa 
Glu Arg Leu Glu Arg Arg Thr Val Asn Asn Asn Glu Ala He Leu Lys 
325 330 335 

ate gat tgt gec etc tec ggt tta ccc cac ttc act gec atg gec ggg 
He Asp Cys Ala Leu Ser Gly Leu Pro His Phe Thr Ala Met Ala Gly 
340 345 350 

ccg gag gat eta acg gga act att ttg act gec gac teg gta cgc cat 
Pro Glu Asp Leu Thr Gly Thr He Leu He Ala Asp Ser Val Arg His 
355 360 365 

gtc gag gaa gec cac gec etc att gec ttg ggg caa att ccc gat get 1152 
Val Glu Glu Ala His Ala Leu He Ala Leu Gly Gin He Pro Asp Ala 
370 375 3B0 



aat ccg tct tta tat ttg gat att ccc act gta ttg gac ccc acc atg 
Asn Pro Ser Leu Tyr Leu Asp He Pro Thr Val Leu Asp Pro Thr Met 
385 390 395 400 

gec ccc cct ggg cag cac acc etc tgg ate gaa ttt ttt gec ccc tac 
Ala Pro Pro Gly Gin His Thr Leu Trp He Glu Phe Phe Ala Pro Tyr 
405 410 415 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



10D8 



1056 



1104 



1200 



1248 



cgc ate gee ggg ttg gaa ggg aca ggg tta atg ggc aca ggt tgg acc 1296 
Arg He Ala Gly Leu Glu Gly Thr Gly Leu Met Gly Thr Gly Trp Thr 
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420 «5 430 

„„ r tta aaB gaa aaa gtg gcg gat egg gtg att gat aaa tta acg 

£u Leu Lys Glu Lys Val Ala Asp Arg Val lie Asp Lys Leu Thr 



435 



„. tat acc cct aac eta aaa tet cto ate att ggt cgc cga gtg gaa 
Tyr £a Pro Asn Leu Lys Ser Leu He He Gly Arg Arg Val Glu 
450 *55 460 

act ccc gec gaa ctg gee caa egg ctg gga agt tac aac ggc aat gtc 
Ser So Ala Glu Leu Ala Gin Arg Leu Gly Ser Tyr Asn Gly Asn Val 

470 475 



465 



tat cat ctg gat atg agt ttg gac caa atg atg ttc etc egg cct eta 
Jyr His Leu Asp Met Ser Leu Asp Gin Met Met Phe Leu Arg Pro Leu 
4 B5 490 

cca aaa att gec aac tac caa acc ccc ate aaa aat ctt tac tta aca 
Pro Glu S Ala Asn Tyr Gin Tnr Pro lie Lys Asn Leu Tyr Leu Thr 
500 S05 S 

gga gcg ggt acc cat ccc ggt ggc tec ata tea ggt atg ccc ggt aga 
S3 S Sy Tnr His Pro Gly Gly Ser He Ser Gly Met Pro Gly Arg 
515 520 525 

aat tgc get egg gtc ttt tta aaa caa caa cgt cgt ttt tag taa 
Asn Cys Ala Arg Val Phe Leu Lys Gin Gin Arg Arg Phe Trp 
530 535 540 



<210> 12 

<211> 542 

<212> PRT 

-=213> Synechococcus ep. 

<400> 12 

Met He Tnr Tnr Asp Val Val He He Gly Ala Gly His Asn Gly Leu 
1 5 10 " 

val cys Ala Ala Tyr Leu Leu Gin Arg Gly Leu Gly val Thr Leu Leu 

20 25 

Glu Lys Arg Glu Val Pro Gly Gly Ala Ala Tnr Tnr Glu Ala Leu Met 
35 40 45 

Pro Glu Leu Ser Pro Gin Phe Arg Pne Aen Arg Cys Ala He Asp His 
50 55 60 

Glu Phe He Phe Leu Gly Pro Val Leu Gin Glu Leu Asn Leu Ala Gin 
65 70 75 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1629 
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Tyr Gly Leu Glu Tyr 3SJphe Cys Asp Pro Ser Val Phe Cys^^ Gly 

85 90 95 

Leu Asp Gly Gin Ala Phe Met Ser Tyr Arg Ser Leu Glu Lys Thr Cys 
100 105 110 

Ala His He Ala Thr Tyr Ser Pro Arg Asp Ala Glu Lys Tyr Arg Gin 
115 120 125 

Phe Val Asn Tyr Trp Thr Asp Leu Leu Asn Ala Val Gin Pro Ala Phe 
130 135 140 

Asn Ala Pro Pro Gin Ala Leu Leu Asp Leu Ala Leu Asn Tyr Gly Trp 
145 150 155 160 

Glu Asn Leu Lys Ser Val Leu Ala lie Ala Gly Ser Lys Thr Lys Ala 
165 170 175 

Leu Asp Phe He Arg Thr Met He Gly Ser Pro Glu Asp Val Leu Asn 
180 185 190 

Glu Trp Phe Asp Ser Glu Arg val Lys Ala Pro Leu Ala Arg Leu Cys 
195 200 205 

Ser Glu He Gly Ala Pro Pro Ser Gin Lys Gly Ser Ser Ser Gly Met 
210 ' 215 220 

Met Met Val Ala Met Arg His Leu Glu Gly He Ala Arg Pro Lys Gly 
225 230 235 240 

Gly Thr Gly Ala Leu Thr Glu Ala Leu Val Lys Leu Val Gin Ala Gin 
245 250 255 

Gly Gly Lys He Leu Thr Asp Gin Thr Val Lys Arg Val Leu Val Glu 
260 265 270 

Asn Asn Gin Ala He Gly Val Glu Val Ala Asn Gly Glu Gin Tyr Arg 
275 280 285 

Ala Lys Lys Gly Val He Ser Asn He Asp Ala Arg Arg Leu Phe Leu 
290 295 300 
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Gin I-eu val Glu Pro^Gly Ala Leu Ala Lys Val Asn Gin Asn L^u Gly 
305 310 315 320 

Glu Arg Leu Glu Arg Arg Thr val Asn Asn Asn Glu Ala lie Leu Lys 
325 330 335 



He Asp Cys Ala Leu Ser Gly Leu Pro His Phe Thr Ala Met Ala Gly 
340 345 350 



Pro Glu Asp Leu Thr Gly Thr He Leu He Ala Asp Ser Val Arg His 
355 360 365 

Val Glu Glu Ala His Ala Leu He Ala Leu Gly Gin He Pro Asp Ala 
370 375 380 

Asn Pro Ser Leu Tyr Leu Asp He Pro Thr Val Leu Asp Pro Thr Met 
385 390 395 400 

Ala Pro Pro Gly Gin His Thr Leu Trp He Glu Phe Phe Ala Pro Tyr 
405 410 415 

Arg He Ala Gly Leu Glu Gly Thr Gly Leu Met Gly Thr Gly Trp Thr 
420 425 430 

Asp Glu Leu Lys Glu Lys Val Ala Asp Arg Val He Asp Lys Leu Thr 
435 440 445 

Asp Tyr Ala Pro Asn Leu Lys Ser Leu He He Gly Arg Arg Val Glu 
450 455 460 

Ser Pro Ala Glu Leu Ala Gin Arg Leu Gly Ser Tyr Asn Gly Asn Val 
465 470 475 480 

Tyr His Leu Asp Met Ser Leu Asp Gin Met Met Phe Leu Arg Pro Leu 
485 490 495 



Pro Glu He Ala Asn Tyr Gin Thr Pro He Lys Asn Leu Tyr Leu Thr 
500 505 510 

Gly Ala Gly Thr His Pro Gly Gly Ser He Ser Gly Met Pro Gly Arg 
515 520 525 

Asn Cys Ala Arg Val Phe Leu Lys Gin Gin Arg Arg Phe Trp 
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35 540 



<210> 13 

<211> 776 

<212> ENA 

<213> Bradyrhizobium Bp. 

<220> 

<221> CDS 

<222> (l>.-(774> 

<223> 



atJTcat^ca gca acc occ aag get act gag ttc ggg gcc tct egg cgc 48 
Met His Ala Ala Thr Ala Lys Ala Thr Glu Phe Gly Ala Ser Arg Arg 



1 5 



10 15 



gac gat gcg agg cag cgc cgc gtc ggt etc acg ctg gcc gcg gtc ate 
Asp Asp Ala Arg Gin Arg Arg Val Gly Leu Thr Leu Ala Ala Val lie 



20 



25 30 



ate acc acc tag ctg gtg ctg cat gtc ggt ctg atg ttc ttc tgg ccg 
He Sa Sa Tr? Leu vai Leu Bis Val Gly Leu Met Phe Phe Trp Pro 



35 



40 « 



ctg acc ctt cac age ctg ctg ccg get ttg cct ctg gtg gtg ctg cag 
Leu Thr Leu Hie Ser Leu Leu Pro Ala Leu Pro Leu Val Val Leu Gin 
50 55 60 



acc tgg etc tat gta ggc ctg ttc ate ate gcg cat gac tgc atg cac 
Thr Trp Leu Tyr Val Gly Leu Phe lie Ele Ala His Asp Cys Met Has 
65 ™ 75 



96 



144 



192 



240 



ggc teg ctg gtg ccg ttc aag ccg cag gtc aac cgc cgt ate gga cag 288 



Gly Ser Leu Val Pro Pfae Lys Pro Gin Val Asn Arg Arg lie Gly Gin 
85 90 85 

etc tgc ctg ttc etc tat gcc ggg ttc tec ttc gac get etc aat gtc 
Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Phe Asp Ala Leu Asn Val 
100 105 HO 

gag cac cac aag cat cac cgc cat ccc ggc acg gcc gag gat ccc gat 
Glu His His Lys His His Arg His Pro Gly Thr Ala Glu Asp Pro Asp 
115 120 125 

ttc gac gag gtg ccg ccg cac ggc ttc tgg cac tgg ttc gcc age ttt 
Pne So Glu val Pro Pro His Gly Phe Trp His Trp Phe Ala Ser Phe 
130 135 1*0 

ttc ctg cac tat ttc ggc tgg aag cag gtc gcg ate ate gca gcc gtc 
Phe Leu His Tyr Phe Gly Trp Lys Gin Val Ala He He Ala Ala Val 
145 150 155 1«° 

teg ctg gtt tat cag etc gtc ttc gcc gtt ccc ttg cag aae ate ctg 528 
III Leu val Tyr Gin Leu val Phe Ala val Pro Leu Gin Asn He Leu 



336 



384 



432 



480 
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2£SS2S5t222S2S2£ = 

180 185 

£ SSS2 = ss s s s = = i - s s 

S = = K 2S = S S 2 - = | = = = = 

210 215 

„ t rac rag cat cat ctg cat ccc gat 
S S S S£ K - S - S Hi- Hi. — Hi. Pro «p 

225 230 

gcg cog tgg tgg egg ctg ccg gag ate aag egg egg gec ctg gaa agg 
Ala Pro Trp Trp Arg Leu Pro Glu lie Lys Arg Arg ^ ^ 
245 250 



cgt gac ta 
Arg Asp 



<210> 14 

<211> 258 

<212> PRT 

<213> Bradyrhizobiura sp. 



<400> 14 

Met His Ala Ala Thr Ala Lys Ala T*r Glu P*e Gly Ala Ser Arg Arg 



Asp Asp Ala Arg Gin Arg Arg Vol Gly Leu Htx Leu Al a Ala Val lie 



20 25 



He Ala Ala Trp Leu Val Leu His 



Val Gly Leu Ket Pne Pne Trp Pro 



35 



40 



45 



uutoleu Hie Ser Leu Leu Pro Ala Leu Pro Leu val val Leu Gl* 
50 55 

Thx Trp Leu Tyr Val Gly Leu Pne lie lie Ala His Asp Cys Met His 
65 70 

Gly Ser Leu Val Pro Pne Lys Pro Gin Val Asn Arg Arg He Gly Gin 
85 90 



576 



624 



672 



720 



768 



776 
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Leu Cys Leu Phe Leu Tyr Ala Gly Phe Ser Phe Asp Ala Leu Asn Val 
100 105 HO 

Glu His His Lys His His Arg His Pro Gly Thr Ala Glu Asp Pro Asp 
115 120 125 

Phe Asp Gin Val Pro Pro His Gly Phe Trp His Trp Phe Ala Ser Phe 
130 135 140 

Phe Leu His Tyr Phe Gly Trp Lys Gin Val Ala lie lie Ala Ala Val 

145 150 155 160 

Ser Leu Val Tyr Gin Leu Val Phe Ala Val Pro Leu Gin Asn lie Leu 
165 170 175 

Leu Phe Trp Ala Leu Pro Gly Leu Leu Ser Ala Leu Gin Leu Phe Thr 
1B0 185 190 

Phe Gly Thr Tyr Leu Pro His Lys Pro Ala Thr Gin Pro Phe Ala Asp 
195 200 205 

Arg His Asn Ala Arg Thr Ser Glu Phe Pro Ala Trp Leu Ser Leu Leu 
210 215 220 

Thr Cys Phe His Phe Gly Phe His His Glu His His Leu His Pro Asp 

225 230 235 240 

Ala Pro Trp Trp Arg Leu Pro Glu lie Lys Arg Arg Ala Leu Glu Arg 
245 250 255 



Axg Asp 



<210> 


15 


<211> 


777 


<212> 


DNA 


<213> 


NOStOC Sp. 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1)..{777) 


<223> 




<400> 


15 
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atg gtt cag tgt caa cca tea tct ctg cat tea gaa aaa ctg gtg tta 48 
Met Val Gin Cys Gin Pro Ser Ser Leu His Ser Glu Lys Leu Val Leu 
1 5 10 15 

ttg tea teg aca ate aga gat gat aaa aat att aat aag ggt ata ttt 
Leu Ser Ser Thr lie Arg Asp Asp Lys Asn lie Asn Lys Gly lie Phe 
20 25 30 

att gec tgc ttt ate tta ttt tta tgg gca att agt tta ate tta tta 
He Ala Cys Phe He Leu Pne Leu Trp Ala He Ser Leu He Leu Leu 
35 40 45 

etc tea ata gat aca tec ata att cat aag age tta tta ggt ata gec 
Leu Ser He Asp Thr Ser He He His Lys Ser Leu Leu Gly He Ala 
50 55 60 

atg ctt tgg cag acc ttc tta tat aca ggt tta ttt att act get cat 
Met Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Pne He Thr Ala His 
65 70 75 80 

cat gec atg cac ggc gta gtt tat ccc aaa aat ccc aga ata aat aat 
*sp Ala Ket His Gly Val Val Tyr Pro Lys Asn Pro Arg He Asn Asn 
85 SO 95 

ttt ata ggt aag etc act eta ate ttg tat gga eta etc cct tat aaa 
Phe He Gly Lys Leu Thr Leu He Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Lys 
100 105 HO 



tta gac cct gat tat tac aat ggt cat ccc caa aac ttc ttt ctt tgg 
Leu Asp Pro Asp Tyr Tyr Asn Gly His Pro Gin Asn Phe Phe Leu Trp 
130 ~ " 135 140 

tat eta cat ttt atg aag tct tat tgg cga tgg acg caa att ttc gga 
Tyr Leu His Phe Met Lys Ser Tyr Trp Arg Trp Thr Gin He Phe Gly 
145 150 155 160 

tta gtg atg att ttt cat gga ctt aaa aat ctg gtg cat ata cca gaa 
Leu Val Met He Phe His Gly Leu Lys Asn Leu Val His He Pro Glu 
165 170 175 

aat aat tta att ata ttt tgg atg ata cct tct att tta agt tea gta 
Asn Asn Leu He He Phe Trp Met He Pro Ser He Leu Ser Ser Val 
180 185 190 

caa eta ttt tat ttt ggt aca ttt ttg cct cat aaa aag eta gaa ggt 
Gin Leu Phe Tyr Phe Gly Thr Phe Leu Pro His Lys Lys Leu Glu Gly 
195 200 205 

ggt tat act aac ccc cat tgt gcg cgc agt ate cca tta cct ctt ttt 
Gly Tyr Thr Asn Pro His Cys Ala Arg Ser He Pro Leu Pro Leu Phe 
210 215 220 

tgg tct ttt gtt act tgt tat cac ttc ggc tac cac aag gaa cat cac 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



gat tta ttg aaa aaa cat tgg tta cac cac gga cat cct ggt act gat 384 
Asp Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 
115 120 125 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 
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Trp Ser Phe val THr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Lys Glu His His 
225 230 235 240 

gaa tac cct caa ctt cct tgg tgg aaa tta cct gaa get cac aaa ata 768 
Glu Tyr Pro Gin Leu Pro Trp Trp Lys Leu Pro Glu Ala His Lys lie 
245 250 255 



tct tta caa 
Ser Leu 



<210> 16 

<211> 258 

<212> PRT 

<213> Nostoc Bp. 



<400> 16 

Met Val Gin Cys Gin Pro Ser Ser Leu His Ser Glu Lys Leu Val Leu 
1 5 10 15 



Leu Ser Ser Thr He Arg Asp Asp Lys Asn lie Asn Lys Gly He Phe 
20 25 30 



Xle Ala Cys P'ne He Leu Phe Leu Trp Ala He Ser Leu He Leu Leu 
35 40 45 



Leu Ser He Asp Thr Ser He He His Lys Ser Leu Leu Gly He Ala 
50 55 60 



Met. Leu Trp Gin Thr Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Ala His 
65 70 75 SO 



Asp Ala Met His Gly Val Val Tyr Pro Lys Asn Pro Arg He Asn Asn 
85 90 95 



Phe He Gly Lys Leu Thr Leu Xle Leu Tyr Gly Leu Leu Pro Tyr Lys 
100 105 110 



Asp Leu Leu Lys Lys His Trp Leu His His Gly His Pro Gly Thr Asp 
115 120 125 



Leu Asp Pro Asp Tyr Tyr Asn Gly His Pro Gin Asn Phe Phe Leu Trp 
130 135 140 



Tyr Leu Kis Phe Met Lys Ser Tyr Trp Arg Trp Thr Gin He Phe Gly 
145 150 155 160 



777 
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Leu Val Met lie Phe His Gly Leu Lys Asn Leu val His lie Pro Glu 
165 170 175 

Asn Asn Leu He He Phe Trp Met He Pro Ser He Leu Ser Ser Val 
180 185 190 



Gin Leu Phe Tyr Phe Gly rrhr Phe Leu Pro His Lys Lys Leu Glu Gly 
195 200 205 

Gly Tyr Thr Asn Pro His Cys Ala Arg Ser He Pro Leu Pro Leu Phe 
210 215 220 

Trp Ser Phe val Thr Cys Tyr His Phe Gly Tyr His Lys Glu His His 
225 230 235 240 

Glu Tyr Pro Gin Leu Pro Trp Trp Lys Leu Pro Glu Ala His Lys He 
245 250 255 



Ser Leu 

<210> 17 

<211> 2093 

<212> DNA 

<213> Tomate 

<220> 

<221> promoter 
<222> (1)..<2093) 
<223> 

<400> 17 

tttgccagta ttacaacagc ttatatgttg agcaggtaaa agcttcaatg ccctattctt €0 

tctacagtta tcaatgttgc tcgtctaata tctggtgttc ttctcgaaat gtcaattggc 120 

ttgcagcaca ttgtcctcta atatccattc aagcttctta gatgatgaaa catttgtcaa 180 

atttattaat ttcatagtgt tcagtctcaa ttctttagct ggttcctcat agtaaagttg 240 

tctaatatga aatgaaaatg ttctgtgtgt tgtact&ata ccttttcatg gttgtctata 300 

gaacgtcgat gaagagccaa acagaaacta ttttgggctg cgatttctga taccattgta 360 

tctgaatgct gggtgggagc tcatcagaag ctttacaatg ggtcacatat atggagccgg 420 

tatgaggaat gctgggaatc agttgcgttt cgcgtgctag gacttttcct tcctggtatt 480 
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tctgcccaca gcccagttga ttacgtgaac tccgtcagac ttggaaagga gagaagtacc 
caaatgtcgt ctttttagaa atacttttgt cacaaaatag cggggtttac agctacagaa 
gatcatgcag aaggcgtcca gcttagtttt tgaaggttgt ttggagttta tttatctaaa 
gtaaacttaa atcagctttt tgtttatgag ttcagtgaac tatatgttca aataagactt 
ccctttgtag atatgtgttt tttttgttgt tgagcacttt gtgtgcattg gataaacccc 
caacgtgtaa cagctaccat acaagagaag taactcgcac tgtccatgtc ttatgtggct 
cgactcagaa agcattcagg gggattgata accaccctcc aaaccaactg aaccattgtg 
aatiaaccacc ctccaaatca accgagtcct cgtgaaggac aaatatgtgg ttttatatac 
attaaatttt gtttttacat ccttcctctt acttctttag ttttcttgac catatcttgc 
gtttttccct tccgtaattg acacttttct tcaaaccatc cagcaatgtg gaagcttgac 
gattttcctt cagagtagaa attgaaaaga atcaactaaa aaggatagtc cttcgatttg 
atttccggct taaaaataaa ctaataagaa tgagagagcg aataatagaa tattttgaaa 
ttttaaagat attcaactat gttaaattgc gttataaatt tcttaaatta gtagcaccta 
atagtttagt tctcaaaagt caaaactact acataatgtg ctcatttttc acattaaaat 
gcctacatga tgtaaaagta aaactcgtag catrctacgt gttttactca actcaaacat 
cctgttcatt ttaataaacg tacgatgagc ttctctctcc aattttctLL tcttcttttt 
ttttaaaaaa atattttttt ttatatcaat ccaaatgggc tccaatttat cataaattag 
gtagaaactt agatattaaa gaaagaaaag ggtrtatctc gcaagtgtgg ctatggtggg 
acgtgtcaaa ttttggattg tagccaaaca tgagatttga tttaaaggga attggccaaa 
tcaccgaaag caggcatctt catcataaat tagtttgttt atttatacag aattatacgc 
ttttactagt tatagcattc ggtatctttt tctgggtaac tgccaaacca ccacaaattt 
caagtttcca tttaactctt caacttcaac ccaaccaaat ttatttgctt aattgtgcag 
aaccactccc tatatcttct aggtgctttc attcgttccg aggtaagaaa agatttttgt 
ttctttgaat gcfcttatgcc actcgtttaa cttctgaggt ttgtggatct tttaggcgac 
tttttttttt tttgtatgta aaatttgttt cataaatgct tctcaacata aatcttgaca 
aagagaagga attttaccaa gtatttaggt tcagaaatgg ataattttct tactgtgaaa 
tatccttatg gcaggtttta ctgttatttt tcagtaaaat gcctcaaatt gga 

<210> 18 



540 
600 
66G 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 

12 60 
1320 

13 80 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2093 



46/77 



BNSDOCID: <DE 10236S78A1J_> 




DE 102 38 978 A1 2004.03.04 

<211> 4760 

<212> DNA 

<213> Tcxmate 

<220> 

<221> promoter 

<222> (1) . . (4760) 
<223> 



<400> 18 
tctagattga 


aataaacctt 


attgcattta 


gtatatgaga 


atgcatctat 


aaaataatgt 


60 


ctatttttgg 


tggaaaatat 


ttgtgcgcca 


aagcacggtt 


tgtattttat 


attttacaat 


120 


atttttgcac 


ggtaatatag 


ttgcaaggtt 


ttacaaacga 


attatctctt 


gaactttaaa 


180 


ttaagttcac 


agtttattcc 


aaaaataatg 


ttcaacttct 


aatcatatct 


ccccctattg 


240 


ctagaaaaat 


ataacattta 


cgcccaactt 


catttaggat 


ccatttttat 


gcatggtgga 


300 


gcaattggat 


catatactac 


atattttttt 


aaaaaaaata 


gatagaaatt 


atttaatctt 


360 


gattccgaat 


caattgtgat 


gggaaaacct 


tattagtttg 


atgtgtacat 


ataatgtttt 


420 


atgtcaaata 


aatttatttt 


atactaaatt 


ttatttgaaa 


gtatttttct 


cataacaaat 


480 


aatttaacta 


tattggagac 


atgaaaattc 


tacaaaacca 


acttgcatta 


tcaacataat 


540 


tttatagttt 


gaaattgtgc 


tcttaattaa 


acaattcaag 


ataacaatct 


ggtaaaatta 


600 


aaattacaag 


ttgataacaa 


acatatacat 


atgtacatct 


catagatgca 


ttcattaaat 


66D 


catataatag 


taaatgcttc 


acaatagaag ggtctatatt 


catttttttt 


ttatgtgtca 


720 


aacaattttg 


aggaattcaa 


tttcatcttt 


aac-ggtasa 


ataatcattt 


tatcatgaaa 


780 


ataagcagct 


caagagaatt 


tttgaagaat 


cttttatttc 


tttaacattt 


aaccacatga 


840 


atttttaatt 


tttttttgca 


atacatttaa 


accgaaatgg 


tcaaacgatc 


aaccaactga 


900 


tctttattct 


aataaacttc 


tagttfcacat 


fctgcatgtga 


gfcgcatcatc 


attatcatat 


960 


ttgtacacaa caaacaagaa 


aaaaatataa 


acaatatttt 


atttaaatat 


ttatattcca 


1020 


ctttgactgt 


agatattaaa 


tzcttgtcatc 


atttatagtc 


tcaatattat 


aattttttta 


1080 


ttttttcaaa 


attcaaaagt 


ttacaattat 


ttttttgaac 


tataatatta 


tccaagatga 


1140 


acatctcaag 


aagaaaatta 


ttaatattgt 


tatggttaaa 


attttacata 


caatacttgt 


1200 


tttttgcfcfct 


acttttatct 


taccgtagat 


acacaatcga 


cgataactta 


gtgatcacac 


1260 


aataataatt 


attttgttca 


tgacacaata 


tttataagaa 


atacttatct 


ccttctttta 


1320 


tcctrcagta 


gttcataata 


aaaacatacc 


ataatatttg 


tgatgcattc 


atagtacgta 


1380 
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atgaaatgac aatttatgtc aaattatttt cttttatact ctcaaacctc ccgtaaaggt 

gagacgagtc atttatccaa ttatacataa atatgtcttt attcatgctc tttatcacat 

tctgacacat tcacttaatt tcaagagt&a gcaagcatga taactgaaac tatttatgcg 

tatcttacct tgatatttga cacattacat gacacacctc aacatcactt tcaaagatta 

agcgcaccac catattatct ttcttttttt ttttatgaag gttttataaa attattaaat 

taggtccaaa aaattgtttg tcaaataacc ttttatacta gattgatgac aaaaattacc 

ctcacgcctt: gaaagaccat tttaagacct aatctatcag tgactcctta aagttggcac 

aatatttcac ttagacaccc taattgaatg atgttcattt taaacaccca atgtagggtt 

ccgctatatc attrtgacac atttcttaac atcaacaaaa atatataatg agtatgtgat 

atactcgcgo atgacgtgaa aaetgaagac atttgttatt tgtatcaaag tagttactaa 

ataattaatt ttgaataaaa ataaaagctg accagtaaat caataacaca taatatttxc 



gctatttcaa agaaatttgt ecgttagttt atagaaattg atgttaaaat tctttcaaga 
aaaatttatg aatgaattta ttctctaatt taaaaatatt ttcrtgttatt tttgttgaaa 
gaaatttaac ttggataaaa tggtggttaa aactggaaag aagaaaagag aaaaaataat 



1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 



cacctaataa ttaaaatata aaataaaaaa gagccatctc agggtcatct gcccaccatt 2100 



2160 
2220 
2280 



taaaaatcat ttcacgctct aatcaatgag cgtatcacat tcattatgtt atataagcaa 2340 



2400 
2460 



aagtgacaaa acgaaaataa tatattacat gaaatgtcta aaataaatat cgtctaatfca 
aaatatctaa gtaacatatt gtgcctaact ttagagggat catcaataag ttaaacccca 

ttttaataac tcataattgt cctttttatt taatattgtc acaaatcaca atgataatta 2520 

acattaattt gtcctttgtg acgtccatat tcatgcattt aaccaatcat cttcatttgg 2580 

acttattatc acaattatcc cactttcctc acaaaatgga gcattcaagt ggaatagact 2640 

acacgatttt taatttcatc aaaaacatct ttttgcttta ttcattatta tattgtcgct 2700 

attgttgaat tttatttgcc ctaaatttct taccataaat agatttttct tttagaaaaa 2760 

ggagattgac taattctttt cttgtaggaa aaggtttagg actctataaa tagagacata 2820 

rrcctxctaa cttaatcaac atttacaacg tagccttaaa gactttgaaa gtttttggtt 2880 

agggggagaa attgtgggtc acaagcttga tacgttatca attgtgtaaa cctcccatgt 2940 

attctgagtg aatttggttg aggttgtttc cctctgtatt ttgtactctc atatttatag 3000 

tggattgttc atctctttcg tggacgtagg tcgattgacc gtcgattgac cgaaccacgt 3060 

taaatctttg tattrtttga tatatttctc attatcttct tactcgtgat ctttcaaggt 3120 
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ttgcattgct 


atcttccgcg 


ttacaccaac 


ttatttacga 


tcctaacagc 


tatggtgtgg 


3180 


aaacataaat 


caaacatttt 


actgatataa 


acacaccttt gattataaca 


tgatagaaat 


3240 


ttgagcccaa 


ctttttatca 


tcattatata 


caaaaagttc 


taaatttttt 


ttttgatgta 


3300 


gtaaaactta 


aatccatagt 


cttgccccta 


aaccaatgac 


ataatatata 


acccaaaata 


3360 


tactagtttt 


cgccctcgag ccctttaaaa agtatagtca atatttacgg tgaccgtgaa 


3420 


tttcttaatt 


atgatatata 


atttaaaaga 


aatcatgatc 


acattctact 


gatgagaaca 


3480 


tgngctaatc 


aagggaaaac 


atggatgtga 


aaaatacttt 


ttgttaaaag 


taaaaaaaaa 


3540 


tgtgaaattt 


tgttagttat 


ttactaccta 


tacattattt 


gagcatgtgc 


aaactttaca 


3600 


aatacctaat 


agaa.gatttt 


cacctgcctg 


tatatatgta 


aattaattat 


aatgaacact 


3660 


ctcacataaa 


ataattatca gtatatacat 


taatacttgc 


cctccacaat 


gaattaaata 


3720 


aaatgtagaa 


catgatctac 


acttcaataa 


aactaagacc 


ataaagaata 


atttcaaaat 


3780 


atacacatgt 


caacaataaa 


ttatttgcat 


attatattaa 


cttactaaac 


aatctttact 


3840 


tttgaaatat 


aaaaataatc 


aagttataag 


tctgctcaaa 


gtaaagcact 


tgttagactc 


3900 


atctgatttt 


gagaaggtaa gcaaattgat 


ggtgcataat 


agtcacaagt 


aaaatataaa 


3960 


atagatttca 


ttagtaaaat 


tgttttttac 


tttctttata 


tataattatc 


aatatccttc 


4020 


aatggtacgt 


taa.ttatatt 


gttaacttct 


tgttgaatta 


aagcaataag 


acaagaatat 


4060 


taaagataaa 


agaacaataa 


aaatagaaag 


actaagagat 


aagagttttc 


ttattcttct 


4140 


ttcaataagt 


atcatcaagt 


gtatacaata 


taaatttttg 


tatttttgat 


ctatctattt 


4200 


ataatgttat 


atataagcat 


acaaaagatc 


agtcataaat 


atgactttaa 


tcatgaaaat 


4260 


aatgaaagag 


attatgaagg 


cgtaaggtta 


ctagaataat 


agtcattaaa 


aaaaggggtt 


4320 


atctttataa 


ttgaataatt 


gatgaagtaa 


tggagataat 


tagtgagcat 


aaattttttt 


4380 


aaaaaaatgg 


acatttacac 


tataatattt 


tataacactt 


tcccttaaac 


atctaggtat 


4440 


aaataatgag 


tcttgtcaaa atcttagtag gaaaaattct gtga&atttt tttagtgaaa 


4500 


acaaatgaca 


taaatatctt 


gaatactcat 


tatttgttgt 


ctcattaaaa 


atcttatctg 


4560 


acctataaaa 


taaattattt 


gctcaactca 


aaatagtttt 


tcattctaaa 


attagtataa 


4620 


ttattagtga 


atatttaatt 


aacataattg 


tatactaagg 


ggcctataaa 


ttggattctt 


4680 


ctcaaagaaa 


aataaaatca 


ccacacaact 


ttcttcttct 


gctcatcaat 


tagcaattaa 


4740 


tccaaaacca 


ttatggctgc 










4760 
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<211> 1229 
<212> DNA 
<213> Tomate 

<220> 

<221> promoter 
<222> (U..U229) 
<223> 

<400> 19 

gatcttactt taccataatg gtgaaaagga tagagaccca catggttttt acttcgttat 60 

agagacaaga tgaaaacaaa tctaaaattt aatattatag atggatagat gatggacaac 120 

aaaaagagaa aagaagatac tggtcattgg tccaaaacag ccacccgaat caatatatga 180 

ccgaaaaaca aaagctacag aatcatatct gtgcaacggt gccacagtgc tataggatag 240 

cacaaccaca ctgtcacata aaaaagagga ttttgcactc gttttagatg gagtttcgta 300 

attttcgggt ctttcaagct taaatatata cttcattaaa gcttcgaatt ttgtaatgtt 360 

caattctacc tctttgatgt tcgataccta taaaataatt aaataaacgt atagacgtag 420 

gaacaattaa gcggagttag atagtgcatt tatgattcta cctgtgagtg caatggtaaa 480 

atggacatta taaaagagta ggggcaaaga gggaagtgaa aaattctccc cacttagcca 540 

tgtttaatafc agtagggata ggaatatgta ataagtagtg ttttttctat ttaattttct 600 

gtatacttct tccatctcct ttaattatta aaaggttttc ctctctttac tctttctctc 660 

taaattacta ttctgaagta tattttcttt tataaaaaga gtaataaact ttatttccat 720 

taaaagaaca aacaacaaga aatgataatc aaatacacat tcatattttt aaaaaaaaag 780 

ttaaacaaga tatagaaata gttatcaaat atatttatgt tgtcattcct tgtatacaat 840 

ggcattcctt tagctttgtt tatgtatttc ctgagcttct cttagtgtac tatatccttt 900 

aatattaatg catctttcga tcttgctaag atatgataaa aatagacgac acgtgtcaca 960 

acctaattga gatatttcga tgtactttct atccgtctta gcttgtaatt aattattgtt 1020 

aaaaaagaat actcaattaa ctagaaacaa gaaataagaa acgaaaacat tacaaaacgg 1080 

agttgaagcg tgcaaatttg tggaaatgat tgttatcatg aaccagaaaa cattaaataa 1140 

ctcttcctat aaaaggccct tattcttcac tttctcaaat cacgtcctaa agatatcaaa 1200 

gatttcaact gatagcaaaa agcactact 1229 

<210> 2 0 
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<211> 845 
<212> DNA 
<213> Tomate 



<220> 

<221> promoter 

<222> <l).-(845> 
<223> 



<400> 20 

ctgttattga 


atttctataa 


aatgttataa tattgatttc 


ttaatgatca 


gttaactacg 


60 


tgattatttg 


atatgttttt 


aatctaaaat gtgatatgta aaatatagaa gaaaaaaaat 


120 


taaaaagaac 


tttaagaaaa 


aaatttcaac ccaccccaac 


ctaaaatcct 


aggtccgcca 


180 


tggtaattat 


agatatatga 


tgatgaaggg caaatattgg 


tctatgagaa 


tttcggtgat 


240 


actaccgctt 


gaagagcaat 


aatggttttg ggactccgat 


gagggaaaca 


ttcaaatatg 


300 


atggattttg 


gtgatactat 


gtttacccga gctagctatc 


acagcataat 


ctacatccca 


360 


caaatgaaat 


atgttatagg 


ctaccaatta ggaagtagtg 


gaattatgaa 


gaagtaggga 


420 


tgtgcaaata 


taagagaaaa 


tttgaaaatt atgattgaaa 


caagttatgt 


ttttttaact 


480 


agatgaatta aatggtttaa 


agatttgtag atttataatc 


aaacaattac 


cgc tact eta 


540 


tcggtgacta 


ccaattccat 


cattgtaaat aacaaataac 


agattcgttg 


ctggatgtct 


600 


tagtgccgtg 


aagcctacaa 


atcacactat aaactgctta 


gctctcgagc 


gttactaatt 


660 


tggtgattac 


caattccaac 


attgcgactt cttctoctag tagtactaaa atagcaagta 


720 


atatgcattt 


gtggtaagat 


gtttggtgtt aacctttcct 


aaccagacta 


taaatgacct 


7B0 


caacactata 


gtggagtttc 


atcgatcatc attctaaacg 


aaaaacttga 


agtgaaagca 


840 


tcaag 










845 



<210> 21 

<211> 3417 

<212> DNA 

<213> Tomate 

<220> 

<221> promoter 

<222> <1)..<3417) 
<223> 



<400> 21 

aagcttggct gcaggtcgac ctgeaggtea aeggatcaat gccttgttaa taatatgaaa 60 
ataagaegta aaagaagtct tgeatatgea ccataatatt agacttatgg acaaaagtaa 120 
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gttggttcaa 




t^hfratcea catacrcaacra 


aaataata^^aaaatccaa 


180 


cggtatcggt 


tatttt.aL.ac 


^1•^artctac atatatatat 


gtagtataat ggacataaat 


240 


tctgtcgtaa 


4- +- a/'fit'at" 

CuaCaCotat 


aftaataato acroattgtaa 


aataatatgc 


aaaaacgtcg 


300 


tatttgacat 


accaauagc 


aaaatactac ctactatcat 


atataattag 


ttaactatgt 


360 


gccttttaag 


aaaaauLacg 


tgaaataaca aatatttaga 


gcatattatg 


taatatagct 


420 


gtagttttat 


tattttttgt 


taatggctac aatttcgcaa 


aattttccta 


ttttgtttct 


480 


taatcgtata 


aatccaaatt ttgtataatt atgaccttaa 


ttgtttaatt 


cagatttcgt 


540 


ataaaattcg 


atttttgatt 


ttataaatta aaattxatac 


ttactttagc 


tacttgttta 


600 


tgatttatca 


aaaaattcat 


attaatctat ttgtatatgg 


acaagcaaaa 


tatacaaatg 


660 


gagttctgaa 


aatttctaaa 


tgcatatact taatatcttt 


gatggtcact 


caactatcaa 


720 


ctttttccat 


aaaaagtcac 


ttaacattga ttttcaactc 


gaaaatcact 


caactatgaa 


780 


acctttgtat 


agaaagtcac 


tcaacctatt taattatttt 


tttccattat 


atctgttgtc 


840 


acgaaatatt 


atttctaact 


aatattctaa gaataaacat 


acatccattt 


aaatcattta 


900 


ataaacccgc 


ccacttgacc 


taacccacat aatattaaca 


cttttgtttt 


acttttattc 


960 


tccaaaatta 


ttttcttggt 


ttcccattct ctctcctttg 


cttttttttt 


ctccttctca 


1020 


atttcagcct 


ttttcttcct 


ttttttagta aacctcagtc 


aaataggaat 


tagattgtga 


1080 


ttaaaatatt 


attagaagga 


tgcagggttg tacaaagaga 


gtttattaag agataatcta 


1140 


taaaaaaaaa 


aaagtcagat 


aatgcatatt cagattcaga 


gatcattaaa 


tgatgacttt 


1200 


tttcgtaata 


ggttttcttt 


aaatcctttc gccttcatac 


gacgactctc 


gataataaca 


1260 


tcgtttaaag 


ctaataatgc 


taatgaacaa taatcaaaat 


aaaaaagaat 


tcggatacaa 


1320 


gagaaaatga 


tttagtgaga 


gaaaaaattg agatattcct 


tattcctaac 


taaacgaagg 


1380 


aagaagaggc 


taaaattgag 


attcagttaa aaaaaaaaaa 


caaagaaaaa 


cgcaatggag 


1440 


atgagagaaa 


gtaattttga 


aaaataaaaa taaattaaga 


gggtaaatat 


tttattttta 


1500 


gcgagttggg 


ttaagtggtg 


ccggtcatta aatggatata 


tgtttatttc 


ttaaaatttt 


1560 


agttagaaat 


acaaatttca 


aatcaacaaa ttttaatgaa 


aaaataatta 


aataggttga 


1620 


gtggctttct 


atgcaaagat 


ctcatagttg agtgattttt 


gagtagaaaa 


tcatagttaa 


1680 


gtgagtttct 


gtgaaaaaaa 


attgatagtt gagtgactat 


caaagatatt 


aactctagac 


1740 


ttgtcatatt 


cgtatactta 


catacgaaat atacaaacct 


ctgcctccat 


gacaagcaaa 


1800 
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aaactat&ac 


tattttcgaa 


atcatagcta taaagtc^jp 


|btatatctaa 


I860 


tatctttact 


atttttaaaa 


atttcacata 


attttaatac ataaataatt 


tacttttaac 


1920 


taacgaaaaa 


ggacattttt 


atgtcacctg agagcccatc ggtagattca 


tcacattttt 


1980 


tcgtttcttg 


taataaactg 


tacacatata 


aggagaaatt aaattagaga 


ttatttttcc 


2040 


attttgagga 


gattaataaa 


tttaaaatgt aacttaacat gtaaactgct 


ataaaggtaa 


2100 


caaaacacgt 


aaactgctat 


aaaggtaatt 


ctatttaaaa gataaataaa tgcttaaaag 


2160 


aagtgccaaa 


aaaacacaaa 


caaacaaatg 


aaactaaacc tacttcaagg gaagttcttg 


2220 


tagtataaaa 


ataaataaag 


tcaacttatt 


cacgacattt ctttttggtt 


ttcttttggc 


2280 


tacgtattca 


tatttaagtc 


tgactaattt 


agattctcgc tatatataaa 


agattcaggg 


2340 


gtggctcaac 


gcaattggag 


gcctagagca 


aaatttcaat tcgcggccta 


atatattata 


2400 


tactttatat 


acctatttat 


tcaaaattta 


ttttttttac actatttaga 


tggaaattat 


2460 


tagtacttaa 


tattgttttt 


tcagttatta gttttaggta aaattttatt 


aatacaacat 


2520 


tgaaaaacat 


cctttaagtg 


agacaattat 


tatatgtatt gttaacatag tgctataagt 


2580 


aataagtaaa 


taaatattaa 


ataaaaataa 


gagtaagaac catagaattt 


gacacaagaa 


2640 


gttgatgact 


tggtatacct 


cattttaaca 


tgcttgtact ttagtaatgc 


ttgaatctaa 


2700 


aatttaaaaa 


gaaataaaaa 


agaatttgta 


atccactttt tccaacactt 


ttcactgtta 


2760 


attcttattt 


ttaacatagt 


acaaaaaata 


ttaaaatgga taaaataatt 


tattttataa 


2820 


aagattatat 


atatattttt 


ttatcatata 


taactaattt ttctataaaa 


atttaaacac 


2880 


ataatttaat 


tttaaaaaaa 


atttggggct 


ttggggccta agacaaaggc 


cttaaaggac 


2940 


aaaacataga 


gccgcccctg 


aaaagatctc 


attcgaaaga aaatatgcat 


taccaatgat 


3000 


ttttcgtacc 


cagagctcaa 


aatcaaaatt 


gtactgttat ttttttaaaa 


aatttcatct 


3060 


cagactaaat 


ggaatttttt 


tctttggtta 


acctgtttga tcaatctttt 


ggaatcagtt 


3120 


aattttgaaa 


aataaattaa 


tgagaaataa 


tctgtatttg tccagcttat 


ttaogaatta 


3180 


tttttgagca 


acaatttata 


tttagtcacg 


cttttaagtg tattttttaa 


aataaaatta 


3240 


aggtattatt 


tgaaaaaatt 


acttttaaaa aaattgaatt aaattctgtt actcttatta 


3300 


tatactccta 


tataatttga 


ttgccaaaaa 


tatcaaacgt ttaatatttg aagttgatgt 


3360 


gagggattac 


ttcttgatta 


aattgtacta 


caatgtaata ttatcaaatt 


aaagctt 


3417 



<210> 22 
<211> 1155 
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<212> ENA 

<213> HaematococSPpluvialis 

<220> 

<221> CDS 

<222> (6) . . (995) 
<223> 



<400> 22 

gaagc atg cag eta gca gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age 50 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser 

X 5 10 15 



get gag gca etc aag gag aag gag aag gag gtt gca ggc age tct gac 
Ala Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp 
20 25 30 

gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gag gag tea 
Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser 
35 40 45 



ggc acc ate gee atg aga aac agg cag ctt aat gac tte ttg ggc aga 
Gly Thr lie Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg 
145 150 155 

gta tgc ate tec ttg tac gec tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cge 
Val Cys lie Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg 
160 165 170 175 

aag cat tgg gag cac* cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct 
Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro 
180 185 150 



98 



146 



gac gcg gec cgc ccg gga ctg aag aat gee tac aag cca cca cct tec 194 
asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser 
50 55 60 

gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tec tgg gec 242 
Asp Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser Trp Ala 
65 70 75 

gca gtg ttc etc cac gec att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg 
Ala Val Phe Leu His Ala lie Phe Gin lie Lys Leu Pro 'Thr Ser Leu 
80 85 90 95 



290 



gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gee aca get cag ctg gtt 338 
Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val 
100 105 HO 

age ggc age age age ctg ctg cac ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg 386 
Ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val Val Phe Phe Val Leu 
115 120 125 

gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate acc acg cat gat get atg cat 434 
Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His 
130 135 140 



482 



530 



578 
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aac tec cac agg^P> aac cct ggc att gtg ccc tgg tt age ttc 62 6 

Ast) Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe 
195 200 205 



atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg 
Met Sex Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp 
210 215 220 

acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg 
Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val 
225 230 235 

ttc atg gcg gec gcg ccc ate ctg tec gec ttc cgc ttg ttc tac ttt 
Phe Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe 
240 245 250 255 

ggc acg tac atg ccc cac aag cct gag cct ggc gec gcg tea ggc tct 
Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser 
260 265 270 

tea cca gec gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag gcg tec 
Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lye Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser 
275 280 285 

gac ctg gtc age ttt ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag 
Asp Leu val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu 
290 295 300 

cac cac cgc tgg ccc ttt gee ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc 
Hie His Arg Tro Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg 
305 310 315 



674 



722 



770 



818 



866 



914 



962 



cgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gec tag ctggacacac tgcagtgggc 1015 
Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
320 325 

cctgctgcca gcrgggcatg caggttgtgg caggactggg tgaggtgaaa agetgeagge 1075 

gctgctgccg gacacgctgc atgggctacc ctgtgtagct gccgccacta ggggaggggg 1135 

tttgtagctg tegagcttge 1155 

<210> 23 

<211> 329 

«c212> PRT 

-c213> Haematic coccus pluvialis 

<400> 23 

Met Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser Ala 
1 5 10 15 

Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 30 
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Leu Arg Thx- Trp ^^Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu^^x Ser Asp 

35 40 45 



Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pxo Pro Ser Asp 
50 ~ 55 60 

Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 



Val Phe Leu His Ala lie Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 
85 9C 95 



Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 
100 105 HO 



Gly Ser Ser Ser Leu Leu His lie Val Val Val Phe Phe Val Leu Glu 
115 120 125 



Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr Hie Asp Ala Met His Gly 
130 135 140 



Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 160 



Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 175 



His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 



Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He val Pro Trp Phe Ala Ser pjie Met 
195 200 205 



Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 



Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 
225 230 235 240 



Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 
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Tbr Tyr Met Fr^ l*s Pro Glu Pro Ely Ala Ala S^ky Ser Ser 
260 265 ^"270 

Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 

Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 

His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 " 310 315 320 

Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
325 



<210> 24 
<211> 1111 
<212> ENA 

<213> Hoetnatococcus pluvialis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (4).- (951) 

<223> 

<400> 24 Aa 
tgc atg eta gag gca etc aag gag aag gag aag gag gtt gca ggc age 4 8 

Met Leu Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser 
1 5 10 15 



tct gac gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag tac teg ctt ccg tea gaa 
Ser Asp Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu 
20 25 30 

gag tea gac gcg gec cgc ccg gga ctg aag aat gec tac aag cca cca 
Glu Ser Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro 
35 40 45 

cct tec gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tee 
Pro Ser Asp Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val lie Gly Ser 
50 55 60 

tac gee gca gtg ttc etc cac gec att ttt caa ate aag ctt ccg acc 
Trp Ala Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr 
65 70 75 

tec ttg gac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gec aca get cag 
Ser Leu Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin 
80 85 90 95 



96 



144 



192 



240 



268 
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eta act age ggc a^fcgc age ctg ctg cac ate gtc gta gt^^j 

T.pu Val Ser Gly S^er Ser Leu Leu His lie Val Val Va^P< 



x: ttt 336 
!e Phe 



384 



Leu Val Ser Gly 

100 105 110 

ate ctg gag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate acc acg cat gat get 
val Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe lie Thr Thr His Asp Ala 
115 120 125 

atg cat ggc acc ate gec atg aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg 432 
Met Hie Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu 
130 135 1*0 

ggc aga gta tgc ate tec ttg tac gee tgg ttt gat tac aac atg ctg 
Gly Arg Val Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu 
ics 150 155 



480 



cac cgc aag cat tgg gag cac cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag 528 
His Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu val Gly Lys 
160 ' ^ 165 170 175 

aac cct gac ttc cac agg gga aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gec 576 
Asp Pro Asp Phe Hie Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala 
180 185 19° 

age ttc atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca 
Ser Phe Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala 
195 200 205 

tgg tgg acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg 
Trp Trp Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu 
210 215 220 

ctg gtg ttc atg gcg gec gcg ccc ate ctg tec gec ttc cgc ttg ttc 
Leu val Pne Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe 
22 5 230 235 

tac ttt ggc acg tac atg ccc cac aag cct gag cct ggc gec gcg tea 
Tvr Phe Gly Thr Tyx Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser 
240 245 250 255 

ggc tct tea cca gec gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag 
Gly Ser Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin 
260 265 270 

gcg tec gac ctg gtc age ttt ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac 864 
Ala Ser Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe i^sp Leu His 
275 280 285 

tgg gag cac cac cgc tgg ccc ttc gec ccc tgg tgg gag ctg ccc aac 912 
Trp Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn 
290 295 300 

tgc cgc cgc ctg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gec tag ctggacacac 
Cys Arg Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
305 310 315 

tgcagtgggc cctgctgcca gctgggcatg caggttgtgg caggactggg tgaggtgaaa 1021 



624 



672 



720 



768 



816 



961 
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<400> 25 

Met Leu Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser 

! 5 10 " 



Asp Val Leu Arg Thr Trp Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu 

20 25 J 

Ser Asp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro 
35 40 45 

Se^ Asp Thr Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser Trp 
" 50 55 60 



Ala Ala val Phe Leu His Ala He Phe Gin lie Lys Leu Pro Thr Ser 
65 



70 75 80 



Leu Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu 
85 90 95 

val ser Gly Ser Ser Ser Leu Leu His He Val Val val Phe Phe val 
100 105 110 

Leu Glu Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met 
115 120 125 

His Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly 
130 H5 "0 

Arg Val Cys Tie Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His 
145 150 155 160 

Arg Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp 



1111 
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agctgcaggc get ftccg gacacgttgc atgggctacc ctgt^t gccgccacta 1081 
ggggaggggg tttgtagctg tegagcttge 

<210> 25 

<211> 315 

<212> PRT 

<213> Baematococcus pluvialxs 
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A^^Ly ash Pro Gly He val Pro Trp Piio^be. 

185 191^^ 



Pro Asp Phe His — — - — " **" £er 

1B0 



Pbe Met ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp 

195 200 205 

Tip Thr Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu 
210 215 220 



Val Phe Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr 
225 



230 235 240 



Phe Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly 
245 250 2o5 

ser ser Pro Ala val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala 
260 265 270 

Ser Asp Leu Val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp 
275 280 285 

Glu His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys 
290 ~ 2 « 300 



Arg Arg Leu 
305 



Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala 
310 315 



<210> 26 

<211> 1031 

<212> DNA 

<213> Haematococcus pluvialis 

^220> 

<221> CDS 

<222> <6),.<1031) 

<223> 



lilac ata cag eta gca gcg aca gta atg ttg gag cag ctt acc gga age 
9 9 Se? SS Jeu ila Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Thr Gly Ser 
! 5 10 15 

got gag gca etc aag gag aag gag aag gag get gca ggc age tet gac 
j£a Slu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp 
20 25 30 



gtg ttg cgt aca tgg gcg acc cag 



tac teg ctt ccg tea gag gag tea 



50 



98 



146 
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val wu Arg Ttatft Ala Thr Gin Tyr Ser Leu Pro Ser^ Glu Ser 

35 40 45 

gac gcg gcc cgc ccg gga ctg aag aat gcc tac aag cca cca cct tec 194 
Lp Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser 

55 60 



50 



242 



290 



gac aca aag ggc ate aca atg gcg eta get gtc ate ggc tec tgg get 
Asp 0<hr Lye Gly He Thr Met Ala Leu Ala val lie Gly Ser Trp Ala 
65 7 & 75 

aca otg ttc etc cac gcc att ttt caa ate aag ctt ccg acc tec ttg 
Ala Val Phe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu 
80 85 90 95 

aac cag ctg cac tgg ctg ccc gtg tea gat gcc aca get cag ctg gtt 338 
Asp Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu val 
100 105 HO 

age ggc age age age ctg ctg cac ate gtc gta gta ttc ttt gtc ctg 386 
Ser Gly Ser Sex Ser Leu Leu His He val Val Val Phe Phe Val Leu 
115 120 1^5 

cag ttc ctg tac aca ggc ctt ttt ate acc acg cat gat get atg cat 434 
Glu Pbe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Inr Thr Hie Asp Ala Met Has 
130 135 140 

ggc acc ate gcc atg aga aac agg cag ctt aat gac ttc ttg ggc aga 
Gly Thr He Ala Met Arg Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg 
145 150 155 

gta tgc ate tec ttg tac gcc tgg ttt gat tac aac atg ctg cac cgc 
Val Cys He ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg 
160 "5 170 175 

aag cat tgg gag cac cac aac cac act ggc gag gtg ggc aag gac cct 
Lys His Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro 
180 185 190 

gac ttc cac agg gga aac cct ggc att gtg ccc tgg ttt gcc age ttc 
Asp Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe 
195 200 205 

atg tec age tac atg teg atg tgg cag ttt gcg cgc etc gca tgg tgg 
Met Ser Ser Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp 
210 ~ 215 220 

acg gtg gtc atg cag ctg ctg ggt gcg cca atg gcg aac ctg ctg gtg 
Thr Val Val' Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu val 
225 230 235 

ttc atg gcg gcc gcg ccc ate ctg tec gcc ttc cgc ttg ttc tac ttt 
Phe Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe 
240 245 250 255 

ggc acg tac atg ccc cac aag cct gag cct ggc gcc gcg tea ggc tct 
Gly Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser 



482 



530 



578 



626 



674 



722 



770 



818 
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265 ^m 70 



tea cca gec gtc atg aac tgg tgg aag teg cgc act age cag gcg tec 
Ser Pro Ala Val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser 
275 280 285 

gac ctg gtc age ttt ctg acc tgc tac cac ttc gac ctg cac tgg gag 
Asp Leu val Ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu 
290 295 300 

cac cac cgc tgg ccc ttt gec ccc tgg tgg gag ctg ccc aac tgc cgc 
His His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg 
305 310 315 

cgc erg tct ggc cga ggt ctg gtt cct gee gag caa aaa etc ate tea 
Arg Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Glu Gin Lys Leu He Ser 
320 325 330 335 

gaa gag gat ctg aat age tag 
Glu Glu Asp Leu Asn Ser 
340 



<210> 27 

<211> 341 

<212> PRT 

<213> Haematococcus pluvialis 

<400> 27 

net Gin Leu Ala Ala Thr Val Met Leu Glu Gin Leu Tor Gly Ser Ala 
1 5 10 15 

Glu Ala Leu Lys Glu Lys Glu Lys Glu Val Ala Gly Ser Ser Asp Val 
20 25 30 

Leu Arg Thr Trp Ala Tor Gin Tyr Ser Leu Pro Ser Glu Glu Ser Asp 
35 40 45 

Ala Ala Arg Pro Gly Leu Lys Asn Ala Tyr Lys Pro Pro Pro Ser Asp 
50 55 60 

Tax Lys Gly He Thr Met Ala Leu Ala Val He Gly Ser Trp Ala Ala 
65 70 75 80 

Val Fhe Leu His Ala He Phe Gin He Lys Leu Pro Thr Ser Leu Asp 
85 90 95 



Gin Leu His Trp Leu Pro Val Ser Asp Ala Thr Ala Gin Leu Val Ser 
100 105 HO 



866 



914 



962 



1010 



1031 
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Gly Ser Ser seftu Leu His lie Val Val Val Phe 4^ al Leu Glu 

1X5 120 i^d 

Phe Leu Tyr Thr Gly Leu Phe He Thr Thr His Asp Ala Met His Gly 
130 140 

Thr He Ala Met Art, Asn Arg Gin Leu Asn Asp Phe Leu Gly Arg Val 
145 150 155 

Cys He Ser Leu Tyr Ala Trp Phe Asp Tyr Asn Met Leu His Arg Lys 
165 170 

Kis Trp Glu His His Asn His Thr Gly Glu Val Gly Lys Asp Pro Asp 
180 185 190 

Phe His Arg Gly Asn Pro Gly He Val Pro Trp Phe Ala Ser Phe Met 
195 200 205 

ser Sex Tyr Met Ser Met Trp Gin Phe Ala Arg Leu Ala Trp Trp Thr 
210 215 220 

Val Val Met Gin Leu Leu Gly Ala Pro Met Ala Asn Leu Leu Val Phe 



225 



Met Ala Ala Ala Pro He Leu Ser Ala Phe Arg Leu Phe Tyr Phe Gly 
245 250 255 

Thr Tyr Met Pro His Lys Pro Glu Pro Gly Ala Ala Ser Gly Ser Ser 
260 265 270 

Pro Ala val Met Asn Trp Trp Lys Ser Arg Thr Ser Gin Ala Ser Asp 
275 280 285 

Leu val ser Phe Leu Thr Cys Tyr His Phe Asp Leu His Trp Glu His 
290 295 300 



His Arg Trp Pro Phe Ala Pro Trp Trp Glu Leu Pro Asn Cys Arg Arg 
305 



310 315 320 



Leu Ser Gly Arg Gly Leu Val Pro Ala Glu Gin Lys Leu He Ser Glu 
325 330 335 
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Glia Asp Leu Asn 
340 



<210> 


28 


<211> 


777 


<212> 


DNA 


<213> 


Arabidopsis 


<220> 




<221> 


promoter 


<222> 


(1) . . (777) 


<223> 




<400> 


28 



trttagfcaact caagtggacc ctttacttct tcaactccat ctctctcttt ctatttcact 
tctttcttct cattatatct cttgtcctct ccaccaaatc tcttcaacaa aaagctt 



<210> 29 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Kuenstlicto. 

<220> 

<221> primer Jaind 

<222> <1)..{22) 
<223> 



<400> 29 

gcaagctcga cagctacaaa cc 



60 



tagtttcaaa acaacagtaa ctgtggccaa cttagttttg aaacaacact aactggtcga 120 
agcaaaaaga a.aaaagagtt tcatcatata tctgatttga tggactgttt ggagttagga 
ccaaacatca tctacaaaca aagacttttc tcctaacttg tgattccttc ttaaacccta 
ggggtaatat tctattttcc aaggatcttt agttaaaggc aaatccggga aattattgUa 
atcatttggg gaaacatata aaagatttga gttagatgga agtgacgatt aatccaaaca 



180 
240 
300 
360 



tatatatctc tttcttctta tttcccaaat taacagacaa aagtagaata ttggctttta 420 



acaccaatat aaaaacttgc ttcacaccta aacacttttg fcttactttag ggtaagtgca 

aaaagccaac caaatccacc tgcactgatt tgacgtttac aaacgccgtt aagrtcgatgt 

ccgttgattt aaacagtgte ttgtaattaa aaaaatcagt ttacataaat ggaaaattta 

tcacttagtt ttcatcaact tctgaactta ccttccatgg attaggcaat actttccatt 660 



480 
540 
600 



720 
777 



22 
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<210> 


30 


<211> 










Ruens 1 1 i cii 


<220> 




<221> 


primer Jbind 


<222> 


(1) - . (24) 


<223> 





<400> 


30 


gaagcatgca gctagcagcg 


<210> 


31 


<2U> 


30 


<212> 


DNA 


<2i3> 


kuens tlich 


<220> 




<221> 


pr imer^Jsind 


<222> 


(1) . . (30) 


<223> 





24 



<400> 31 30 
tgcatgctag aggcactcaa ggagaaggag 



<210> 


32 


<211> 


59 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlxcii 


<220> 




<221> 


primer^jDind 


<222> 




<223> 




<400> 


32 



59 



<210> 33 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstlich 

<220> 

<221> priiuer_Jbind 

<222> <1)..(28] 
<223> 
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<400> 33 




gagctcactc actgatttcc attgcttg 



<210> 


?.4 


<211> 


27 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstlich 


<:22 0> 




<221> 


primer Jbind 


<222> 


{1> - - (37) 


<223> 




<400> 


34 



cgccgttaag tcgatgtccg ttgatttaaa cagtgtc 



<210> 


35 


<2X1> 


34 


<212> 


23NA 


<213> 


3cuenstlich 


<220> 




<221> 


primer_Jbind 


<222> 


(1) .-(34) 


<223> 





<400> 35 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 



<210> 


36 


<21X> 


25 


<212> 


UNA 


<213> 


kuenstlich 


<220> 




<221> 


primer_Jbind 


<222> 


{1}- . (25) 


<223> 




<400> 


36 



taagcttttt gttgaagaga tttgg 



1 . Verfahren zur Herstellung von Ketocarotlnoiden durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen, 
die in Fruchten eine Ketoiase-Aktivitat aufweisen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch veranderte Pflanzen verwen- 
det, die in Fruchten eine Ketolase exprimieren. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder2 f dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch veranderte Pflanzen 
verv/endet, die in Fruchten rnindestens eine IMuWeinsaure, kodierend eine Ketolase, enthaften. 



PatentansprUche 
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a VPrfahren nactSBUch 3 dadurch gekennzeichnet. dass man gflRch veranderte Pflanzen verwen- 
det in d" ^^SS^^^^^^ mind8BtBnS einB ^ ein£ * ure ' todisrend Sine Ketola - 
se, eingebrachl hat. 

* vprfahren nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, dass man NuWeinsauren einbringt. die ein Protein 
J^I^S^£S£^Mm^ SEQ ID NO. 2 oder eine von dieser Sequenzdurch Substitution, 
fnsert on ode -Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz. die eine Identitat von m.ndestens 20% au _An» 
nSureebene mil der Sequenz SEQ ID NO. 2 und die enzymatische Eigensohaft e.ner Ketolase autweist 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. dass man NuWeinsauren. enthaltend die Se. 
quenz SEQ ID NO. 1 einbringt 

7 Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet. dass man NuWeinsauren einbringt die ein Protein 
kodieren enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 16 Oder e.ne von dieser Sequenz durch Substrtut.- 
on insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Wentrtat von m.ndestens 20% aur 
Am.nosaureebene mit der Sequenz SEQ ID NO. 16 und die enzymatische E.genschaft einer Ketolase aufwe.st. 

8. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet. dass man NuWeinsauren. enthaltend die Se- 
quenz SEQ ID NO. 15 einbringt. 

9 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet dass man genetisch veranderte 
Pflanzen verwendet, die in Friichtendie hochste Expressionsrate einer Ketolase aufweisen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. dass die Genexpression der Ketolase unter 
Kontrolle eines fruchtspezifischen Promoters erfblgt. 

11 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanze eine 
Pflanze verwendet die in Fruchten Chromoplasten aufwaist. 

12 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanze eine 
Pflanze ausgewahlt aus den Pfianzengattungen Actinophloeus. Aglaeonema, Ananas. Arbutus, Archonto- 
Dhoenix Area Aronia. Asparagus. Attalea. Berberis. Bixia. Brachychilum, Bryonia, Caliptocalix. Capsicum. Ca- 
rica Ceiastrus Citrullus. Citrus. Convallaria, Cotoneaster, Crataegus, Cucumis, Cucurbita Cuscuta Cycas, 
Cyphomandra.' Dioscorea. Diospyrus. Dura. Elaeagnus, Elaeis. Erythroxylon. Euonymus, Reus, Fortunella, 
Fracar.a Gardinia. Gonocaryum, Gossypium. Guava, Guilielma. Hibiscus. H.ppophaea. Irs, Lathyras, Lon.ce- 
ra Luffa Lyoum Lycopersicum, Malpighia, Mangifera, Mormodica, Murraya. Musa, Nenga. Pahsota Panda- 
nus Passiflora. Persea, Physalis. Prunus, Ptychandra. Punica. Pyracantha, Pyrus Ribes, Rosa. Rubus. Sa- 
bal.Sambucus. Seaforita. Shepherdia, Solanum, Sorbus. Synaspadix, Tabernae, Tamus. Taxus, Trichosan- 
thes, Triphasia, Vaccinium, Viburnum, Vignia oder Vitis verwendet 

13 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet. dass man nach dem Kultivie- 
ren die genetisch veranderten Pflanzen erntet und anschlieflend die Ketocarotinoide aus den Fruchten der 
Pflanzen isoliert 

14 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13. dadurch gekennzeichnet, dass die Ketocarotinoide aus- 
gewahlt sind aus der Gruppe Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon. 3-Hydroxyechinenon. S'-Hydroxyech.- 
nenon, Adonirubin und Adonixanthin. 

15. NukJeinsaurekonstrukt enthaltend funktionell verknuptt einen fruchtspezifischen Promotor und eine 
Nukleinsaure kodierend eine Ketolase. 

16. Genetisch veranderte Pflanze, die in Fruchten eine Ketolase-Aktivitat aufweist. 

17. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 16. dadurch gekannzeichnet. dass die genetisch veran- 
derte Pflanze in den Fruchten eine Ketolase exprimiert. 

18. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 16 oder 17. enthaltend in Fruchten mindestens eine Nu- 
kleinsaure, kodierend eine Ketolase. 

19. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Anspruche 16 bis 18. dadurch gekennzeichnet dass 
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s^^^d von einer Ausgangspflanze mindestens ein^^pd 



einsaure. kodierend eine Ke- 



20 Genetisch veranderte Pflanze. ausgewahlt aus den Pflanzengattungen Actinophloeus Aglaeonema, 
Ananas Arbutus, Archontophoenix, Area. Aronia, Asparagus. Attalea. Berberis, Bixia, Brachych.lum Bryonia, 
CaKpSalix, Capsicum, Carica. Celastrus, Citrullus, Citrus. Convallaria, Cotoneaster, Crataegus. Cucurnis, 
CucuSS Cuscuta. Cycas. Cyphomandra, Dioscorea. Diospyrus, Dura. Elaeagnus Elae.s, Erythroxylon Euo- 
nvmus Ficus Fortunella. Fragaria. Gardinia. Gonocaryum. Gossypium. Guava, Guihelma Hibiscus. H.ppo- 
ohaea 'iris Lathyrus, Lonicera. Luffa. Lycium, Lycopersicum, Malpighia, Mangifera. Mcrmod.ca, Murraya. Mu- 
sa Nenqa 'palisota, Pandanus. Passiflora. Persea. Physalis. Prunus, Ptychandra. Pun.ca. Pyracantha. Pyrus. 
Ribes Rosa Rubus, Sabal. Sambucus, Seaforita. Shepherdia. Solanum. Sorbus. Synaspadix, Tabemae. Ta- 
mus. faxus, Trichosanthes, Triphasia. Vaccinium. Viburnum. V.gnia oder Wis, anthaltend m.ndestens ema Nu- 
kleinsaure, kodierend eine Ketolase. 

21 . Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 20. dadurch gekennzeichnet. dass die Ketolase in Fruch- 
ten exprimiert wird. 

22. Genetisch veranderte Pflanze nach einemder Anspruche 16 bis 21 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
Express ionsrate einer Ketolase in Fruchten am hochsten ist. 

23. Verwendung der genetisch veranderten Pflanzen nach einem der Anspruche 16 bis 22 als Futter-oder 
Nahrungsmittel. 

24 Verwendung der Friichte der genetisch veranderten Pflanzen nach einem der Anspruche 17 bis23zur 
Herstellung von Ketocarotinoid-haltigen Extrakten oderzur Herstellung von Futter-oder Nahrungserganzungs- 
mittel. 

25 Verfahrsn zur Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen gemaG Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet dass man ein Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend funktionell verknupft einen fruchtspezifischen Pro- 
motor un'd Nukleinsauren kodierend eine Ketolase in das Genom der Ausgangspflanze einfuhrt. 

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen ^ 



Abbildung Is Biosyntheseschema von Carotinoiden in Tomatenf riichten 



Isoprenoide Phytoon 



LycopKn 



3_ CydaseG 



q -Carotin 




Zeaxanthln 



Violaxanthin 
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Abbildumg 2: Biosynthese schema von Astaxanthin in genetisch 
verSnderten Tomatenf ruechten 



lsoprenoWe(l^ Phytoen 

Lycopin 



c-Cyclase 




a -Carotin 
Lutein 



p-Cyd&se 

is 

p -Carotin g^y Canthaxanthin 
Zeaxanthin 
Vlolaxarrthln 



Astaxanthin 
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Abbildung 3: Nukleotidsequenzvergrleich 



XS67&2je<j 

K£m02.tr q 
X£6782^eq 

Kb.iu2.uq 
XS67SZ** 

KET02.«q 

KETOZ«oq 

KETOZceq 
XB67B2.*** 

KET02.so<3 
X867«2.»«l 

KETO2.seq 
X867SZa*q 

X86782j*q 

KFTD2.HX? 
XB67S2.KQ 



: 400 



IULIOJLI/C 990 
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Akbildung 4: Proteinseguenzvergleich 



KET02.pn> 
X86782.?ro 

K£TQ2.pro 
X86782.pro 

K£T02.pro 
XW7S2.pro 

KO02.p«> 
X86782.prt> 

KETO2.pn> 
X86782.pro 

KET02.pno 
X«6762.prt5 

KETO2»pro 
X867S2.pro 



ViOLAATVMLEQLTGSAEALKEKEXEVAGSSDVL 

mqlaatvmleqLtgsaealkexekevagssdvl 

K ? Ol XN AYXP P P S D? KO I T MA L A V 1 OSWAAVTL 
RPGtxNAYKPPPSDTKGITMALRVIGSWAAVFL 

LPVS DATAQLVSCSSSLLHI VVVFrV ^Hi-2J? 
LPVSDATAQLVSCTSSLLDI VWFFVLEFLYTG 

ROLNDFLGRVCJ SLYAWFDYNMLHRKHWEHHNH 
RQLNDPLGRVCl SLYAWFDYNMLHRKHWEHHNH 

VP WF AS FMS S Y MS MWQF A R L A W W T V V M Q L L G A P 
VP WF AS F MS S Y MS MWQF A R L A WWT VVMQLLCAP 

RLFYFGTYMPHKP E P GAAS CS S P A VMN WWK SRT 
R L P YFGTYMPHKP EP GAAS GS S P A VMN WWK S RT 

HWEHHRWPFAP WWE I U L S C J CL V? A 

HWEHHRWPFAP WWE L P NC * Rl S G R OL V P A 



R T WA TQYS LPS EES DAA 50 
R T WA TQYS LPSEESOAA 50 

H A I FQI KLPTSLDQLHW 100 
HAI FQI KLPTSLDQLHW 100 

LFI TTMDAMKGTI AMRN 150 
LF! TT HDAMHGTI AMRM 150 

TGE VGKOP DFHRGNPGI 200 
TGEVGKDPDFHRGNPG1 200 

MA NLL VF WAAAP 1 LSAF 250 
MANLLVF MAAAP 1 LSAF 250 

SQASDLVSf LTCYHFDL 30D 
S QASDLVS FLTCYHF DL 300 

329 
229 
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Abbildung 5 : Konstrukt zur Ober express ion des p-C-4-Oxygenase 
Proteins aus H. pluvialis mit rbcS Transxtpeptxd 
aus Erbse unter Kontrolle des d35S-Promoters (To- 
mat entransforinationskonstrukt } 



EcoRI.SacI 
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Abbildung 7: Konstrukt zur Cberexpression des Ketolase (P-C-4-Oxy- 
cenase) Proteins aus H. pluvialis mit rbcS Trans itpept id aus 
Erbse und C-terminalem myc-Tag unter Kontrolle des d35S-Fromo- 



ters 



EooRI.SacI 



Sphl, 



Hindlll 
..Sphl 




EcoRI 



-.Xhol 
\Sphl 
Hindlll 
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Abbildung 8: Konstrukt zur Uberexpreesion der -Oxygenase 

Protein aus H. pluvialis mit rbcS Transitpeptide 
aus Erbse unter Kontrolle des AP3P- Promoters (To- 
matentransf ormationskonstrukt) . 



EcoRI.SacI 
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Abbildung 9: Konstrukt zur Oberexpression des Ketolase (p-C-4-Oxy- 
genase) Proteins aus H. pluvialis ait rbcS Transitpeptid aus 
Erbse und C-terminalem myc-Tag unter Kontrolle des AP3P-Prorao- 
ters. 



BamHl. 

SaJlj 
Hindll l.iXbol 
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